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GLOSARIO

ADP (adenosin 5'difosfato) Nucleétido que se produce por la hidrdlisis del fosfato
terminal del ATP. Genera ATP cuando es fosforilado en un proceso generador de

energia como la fosforilacién oxidativa

APOPTOSIS. Forma de muerte celular en la cual se activa un programa suicida dentro
de la célula. Se caracteriza por la fragmentacion de ADN, encogimiento del citoplasma,
cambios en la membrana y muerte celular sin lisis o dafio a las células vecinas. Es un

fendmeno normal que ocurre en los organismos multicelulares.

ATP. Nucledtido trifosfato que se compone de adenosina (adenina y ribosa, como 3-D-
ribofuranosa) y tres grupos fosfato. Es una molécula utilizada por todos los organismos
Vivos para proporcionar energia en las reacciones quimicas. También es el precursor de

una serie de coenzimas esenciales como el NAD+ o la coenzima A.

ATPasa-Na'/K* Sistema enzimatico acoplado a una proteina integral de membrana
gue transporta iones Na+ desde el interior de la célula hasta el exterior y iones K+
desde el exterior al interior en contra de sus respectivos gradientes de concentracion.
Es un ejemplo caracteristico de transporte activo ya que requiere la energia

suministrada por el ATP

Bcl-2 La proteina bcl-2 es parte de un sistema complejo de sefialamiento que controla
la apoptosis. Es una familia de proteinas formada por alrededor de 25 miembros que
regulan procesos de permeabilizacion mitocondrial y constituyen un punto clave en la

via intrinseca de la apoptosis.

Vi
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CASPASA. son una familia de proteasas involucradas principalmente en la apoptosis y
en la activacion de citoquinas proinflamatorias. Son cistein proteasas especificas de
acido aspartico que tienen una cisteina en su sitio activo y producen proteolisis en un

residuo de acido aspartico de sus sustratos.

CICLO-PENTANO-PERHIDROFENANTRENO (también llamado, esterano o gonano)
es un hidrocarburo policiclico, posee 17 atomos de carbono. Es la base estructural de
los esteroides, y moléculas de origen lipidico, como los esteroles (colesterol), acidos

biliares y hormonas esteroideas.

CROMATINA. Es una estructura dindmica que adapta su estado de compactacion y
empaguetamiento para optimizar los procesos de replicacién, transcripcion y reparacion
del ADN.

DIASTOLE. Es la relajacién del corazon para recibir la sangre procedente de los tejidos.

DISC (death-inducing signaling complex) (complejo de sefializacién inductor de
muerte). Es un complejo proteinico formado por varios miembros de la familia de

receptores de muerte de la apoptosis

EFECTO INOTROPICO POSITIVO. Es el blogueo de los canales que expulsan el calcio
fuera de las células. Esto provoca que el calcio se almacene en el reticulo
sarcoplasmico del musculo, el calcio es un detonador del incremento de la contraccion

cardiaca, lo cual se ve reflejado en un aumento del gasto cardiaco.

FADD (Fas-associated death domain). Dominio de muerte celular asociado a Fas.

Fas. Es una proteina de superficie de 36 kDa con un dominio citoplasmatico de muerte

celular. es una proteina de membrana tipo Il de 40 kDa miembro de la familia del factor
de necrosis tumoral (TNF).

VIl


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com/

HOMEOSTASIS CELULAR. Es el conjunto de fendbmenos bioquimicos de
autorregulacion que llevan al mantenimiento de la constancia en las propiedades y la

composicién del medio interno de la célula.

INDICE TERAPEUTICO. Es la relacion entre la concentracion plasmatica toxica y la
concentracion efectiva. Este indice tiene valores muy bajos en aquellos farmacos en los

cuales la dosis téxica estd muy cercana a la dosis efectiva.

NECROSIS La necrosis se entiende como muerte celular patologica, este tipo de
muerte celular se presenta por zonas en el tejido afectado. Se desencadena cuando las

células se exponen a una variacion extrema de las condiciones fisioldgicas.

SISTOLE. Es la contraccién del corazén (ya sea de una auricula o de un ventriculo)

para expulsar la sangre hacia los tejidos.

HIPOXEMIA. Es una disminucion anormal de la presion parcial de oxigeno en sangre

arterial

ISQUEMIA Es el sufrimiento celular causado por la disminucién transitoria o
permanente del riego sanguineo y consecuente disminucion del aporte de oxigeno
(hipoxia), de nutrientes y la eliminacion de productos del metabolismo de un tejido

bioldgico.

PROTEIN CINASAS. Son enzimas cuyo sustrato son proteinas, actian mediante

fosforilacion, y por tanto las activan o desactivan

TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa). es una citosina producida por monocitos,
linfocitos, tejido adiposo y musculo. Se manifiesta a través de dos receptores de
membrana (TNFR): TNFR1 y TNFR2. Las fracciones solubles de estos receptores
resultan de la proteolisis de la porcidn extracelular del receptor cuando el TNFa se une

aél.

VI
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TINCION DE TUNEL. TUNEL (Terminal dUTP Nick End Labeling). Marcado del
extremo libre por dUTP (por desoxi-transferasa terminal), La uridina es un anélogo de
las bases del ADN con propiedades fluorescentes. En la apoptosis el ADN se fragmenta
o degrada (Nicks) dejando extremos libres. La enzima TDT entonces transfiere una
dUTP (nucledsido)\"marcando\" o \"tifliendo\" estos extremos libres. En la cromatina de
células normales no hay practicamente tincidén ya que cada cadena de cromatina tiene

s6lo un extremo libre.
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ABREVIATURAS.

ADN (DNA). Acido desoxirribonucleico

Al. Auricula lzquierda.

AlF’s. Factores inductores de Apoptosis.

AD. Auricula Derecha.

ANOVA. Analisis de Varianza.

Apaf-1. (apoptosis activating factor-1). Factor activador de la Apoptosis.
Apol. Receptores inductores de apoptosis 6 proteina de superficie Fas.
ARN (RNA) . Acido ribonucleico.

ARN (RNAm). Acido ribonucleico mensajero.

ATP. Adenosina trifosfato

ATPasa-Na'/K". Adenosina trifosfatasa dependiente de sodio y potasio.
A-V. Auriculo-Ventricular

Bcl-2. (B-cell lymphoma 2).Conjunto de proteinas encargadas de regular la apoptosis
cuyo nombre deriva de la proteina fundadora, el protooncogén Bcl-2
Caspasas. Cisteinil-aspartato proteasas.

Cit c. Citocromo c.

CK. Ceatin cinasa.

DD. (death domain) Dominio de muerte

DE. Desviacion Estandar.

DISC. (Death-inducing signalling complex) Complejo de sefializacién inductor de muerte
DL. Dosis Letal.

ECG. Electrocardiogramas.

IAP. Moléculas anti-apoptoticas

ICC. Insuficiencia Cardiaca Congestiva.

FADD. (Fas-associated death domain). Dominio de muerte asociado a Fas
FasL. Ligando de Fas

Kb. kilopares de bases.

kDa. Kilo Daltones.

LDH. Deshidrogenasa lactica.

PBS. Solucion salina amortiguada con fosfatos pH 7.4
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PTM. Poro transitorio mitocondrial.

ROS. Especies reactivas de oxigeno.

Smac/Diablo. (second mitochondria-derived activator of caspases).
inhibidores de apoptosis.

SNC. Sistema nervioso central.

SSI. Solucién salina isotonica

TNFR. Receptor del factor de necrosis tumoral.

VI. Ventriculo izquierdo.

VD. Ventriculo derecho.

Inhibidor de

Xl
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1. MARCO TEORICO

1.1DIGITALICOS

Se denominan glucésidos cardiacos a aquellos compuestos de origen natural o
sintético, con actividad cardiotdnica, cuya estructura quimica base es un nucleo de
ciclo-pentano-perhidrofenantreno glucosilado en C3 (Fig. 1): Los glucdsidos cardiacos
de origen natural que provienen de alguna de las diferentes variedades de la Digitalis
sp. se les denomina digitalicos; los principales representantes de estos compuestos son
la digitoxina y la digoxina(fig. 2), provenientes principalmente de D. purpureay D. lanata
siendo ésta la mas importante. Existen otros glucésidos cardiacos presentes en otras
especies vegetales, un ejemplo importante es la ouabaina proveniente del Estrophantus
gratus. [1, 2, 5].

Suelen emplearse de manera indistinta los términos glucésido digitalico y glucosido
cardiaco, sin embargo el segundo término es mas adecuado, ya que incluye a los
compuestos provenientes de especies diferentes a la Digitalis [1, 2].

CH,

FIGURA 1 Estructura quimica del ciclopentanoperhidrofenantreno
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1.2 ESTRUCTURA

Las variaciones en las propiedades farmacoldgicas y toxicologicas de los digitalicos, se
deben a los diferentes grupos funcionales que se encuentran unidos al nucleo base, los
principales responsables de dichas propiedades son los grupos localizados en las
posiciones 3, 14 y 17, En la figura 2 se muestran las estructuras quimicas de la
ouabaina, digoxina y digitoxina; la ouabaina posee una lactona ciclica en C17 y un
grupo -OH en posicion B en C14, en el carbono 3 se encuentra unido una hexosa (en la
ouabaina) o un polimero de hexosas (en digoxina y digitoxina), estos grupos
funcionales son los que interaccionan quimicamente con los receptores de membrana

celular [1,4].

a) b)

GLICOSIDO

OUABAINA

Figura 2 Estructuras quimicas de los glucésidos cardiacos clasicos
Estructuras quimicas de los tres glucésidos cardiacos mas importantes desde el punto de vista
clinico. a) Digoxina, b) Digitoxina, ¢) Ouabaina
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Dependiendo de la estructura quimica sera la actividad bioldgica, esto se debe a que
los glicésidos cardiacos interactian con la regidn extra-citoplasmatica de la adenosina
trifosfatasa dependiente de sodio y potasio (ATPasa-Na'/K"), alterando la actividad de
dicha enzima; la interaccion depende del reconocimiento del nimero de determinantes
estructurales posibles, a mayor niamero de interacciones quimicas mas grande sera la
afinidad entre el digitalico y la ATPasa-Na'/K* y mayores seran los cambios en la
actividad biolégica de la enzima. El grupo funcional localizado en C17 es el que induce
la actividad cardioténica, mientras que el grupo (glucdsido) unido a C3 modifica la
potencia del compuesto, no todos los glucdsidos cardiacos tienen la misma intensidad
en su efecto, esto se debe a que la estructura quimica de cada compuesto induce una

afinidad distinta con la enzima. [1, 3, 4, 6].

La ATPasa-Na'/K*, se encuentra conformada por tres sub-unidades, denominadas a,
y v (Fig. 3), siendo la sub-unidad a el sitio de reconocimiento de los glucosidos
cardiacos.

Esta enzima adquiere diferentes conformaciones dependiendo del estadio del ciclo en el
gue se encuentre, las cuales son: E; y E,, en la conformacioén E; tiene alta afinidad por
el Na* (intracelular), el Mg?* y el ATP, fosforilandose rapidamente en presencia de Mg?",
formandose un estado E;-P, el cual es un complejo con 3Na* ocluidos.

Un cambio conformacional lleva al estado E,-P, el cual tiene baja afinidad por el Na*y
alta afinidad por el K* (extracelular), lo que origina un intercambio de iones en el cual se
liberan al exterior de la célula 3Na’ y se capturan 2 iones K* formandose un nuevo

estado conformacional de la enzima E2K con afinidad baja para el ATP.

Por medio de una hidrélisis se libera el Pi (fosfato inorganico) de la enzima,
provocandose una liberacién de K+ al interior de la célula, y nuevamente la enzima
retorna a la forma E;. En la figura 3 se presenta un esquema simplificado de los

cambios conformacionales que presenta la enzima durante su ciclo de reaccién. [3,7,8]


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com/

Estimulada peor
[Ha™] 5 alta

INTRACELULAR

Figura 3. Union de los glucosidos a la ATPasa-Na+/K+.

Esquema del intercambio iénico llevado a cabo por la ATPasa-Na'/K*, se muestra en la seccion izquierda
las sub-unidades que la conforman, asi como la regién de union de los digitalicos, en la seccién derecha
se esquematiza el bloqueo de la ATPasa-Na'/K" por parte de los glicésidos cardiacos. Basada en imagen
de Clive P. Page, Michael J. Et al. “Integrated Pharmacology” Elsevier Espafia, 2006
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Figura 4: Mecanismo de reaccion de la ATPasa

Imagen tomada de: Jiménez Garcia L. F. et al. “Biologia Celular y Molecular” Pearson Education México 2003 [8]

Los glicésidos cardiacos se unen en el estado E,-P, es decir se incorporan evitando la
captura de iones K+, deteniendo el ciclo, lo que conlleva a un aumento de iones Na* en
el interior de la célula.


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com/

1.3 ACTIVIDAD

Los glicosidos cardiacos actian sobre las células del masculo cardiaco (cardiomiocitos),
incrementando su actividad contractil, aumentando asi el gasto cardiaco, a esta
propiedad se le denomina efecto inotrépico positivo; este tipo de compuestos se
emplean en casos con actividad cardiaca disminuida, en pacientes con insuficiencia

cardiaca congestiva (ICC) y fibrilacion auricular [5,6].

Al ser inhibida la ATPasa-Na'/K*, enzima encargada de intercambiar iones Na+ y K+,
por el efecto de los digitalicos, se produce una acumulacion de Na* al interior de las
células, activandose un mecanismo secundario (intercambiador Na+/Ca2+), el cual saca
3 iones Na' e introduce un i6n Ca?*, produciendo una elevacién de las concentraciones
de Ca* en el interior de la célula, el calcio es un detonador del incremento de la
contraccion cardiaca, lo cual se ve reflejado en un aumento del gasto cardiaco [5, 6, 7].

Parte del Ca?" adicional es capturado en el reticulo sarcoplasmico, con el fin de tenerlo
disponible para los elementos contractiles en el ciclo de despolarizacion subsiguiente,
esta sobrecarga de Ca®" produce ciclos espontaneos de liberacién y recaptura del
mismo, causando actividad oscilatoria eléctrica, produciendo arritmias, taquicardia, etc.
[5,9]. Cuando se modifica el equilibrio idénico el potencial de accion es afectado asi
como los periodos refractarios auricular y ventricular, la excitabilidad y la velocidad de
conduccidn intracardiaca se ven deprimidas. En el ser humano, toma de 2-6 h después
de la administracién intravenosa de un glucésido cardiaco alcanzar la maxima

intensidad farmacoldgica, la cual se logra con niveles plasmaticos de 10° M [4].

El indice terapéutico es relativamente estrecho en los glucésidos cardiacos, es decir
existe una diferencia pequefa entre las dosis toxica y terapéutica, en ambos casos el
efecto se debe a las concentraciones intracelulares de iones Ca**, provocado por la
disminucion de la actividad de la ATPasa-Na'/K", los primeros efectos toxicos se deben
a la alteracion de los potenciales de la membrana citoplasmatica, lo cual altera el
funcionamiento de los diferentes canales i6nicos dependientes de voltaje, esto ocurre

en el reticulo sarcoplasmico que regula la concentracién de Ca?" intracelular; las
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funciones mitocondriales se ven afectadas de igual manera por los niveles elevados de
Ca?" que producen el bloqueo de los canales de calcio mitocondriales, teniendo como
resultado un desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, disminuyendo la energia
disponible para el funcionamiento celular lo que puede llevar a la activacion de

mecanismos de muerte celular [2,5,6].

En las células cardiacas el calcio juega un papel fundamental ya que su concentracion
regula los ciclos de contraccion (sistole) vy relajacién (diastole), que se llevan a cabo
con el fin de mantener la sangre en movimiento, en condiciones fisiolégicas normales
los niveles intracelulares de Ca*" son alrededor de 107 M durante la diastole y
alrededor de 10° M durante la sistole [1].

La contraccidon muscular depende de dos proteinas, actina y miosina las cuales al
combinarse forman la actomiosina, en corazén y musculo esquelético esto ocurre
espontaneamente previa interaccion del Ca®* con un consiguiente cambio
conformacional del complejo proteinico de troponina-tropomiosina, el cual bloquea la
unién de actina y miosina, liberando a estas proteinas permitiendo su libre unién y por

ende la contraccién muscular (sistole) [1] como se muestra en la figura5b.
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Figura 5 Proceso de contraccion muscular

Basado en fig. 5 p. 328 de Thomas Richard. Et al. “Digitalis: its mode of action, receptor, and structure-activity
relationships [1]
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1.4 Marco historico

Desde hace mas de 200 afios el uso de glicésidos cardiacos para el tratamiento de ICC
se ha visto modificado, ha influido en ello las diferentes normativas y regulaciones con
respecto a esta clase de compuestos. En 1785, Withering publicd las primeras
observaciones cientificas sobre su uso en pacientes que padecian de "hidropesia y
otros trastornos" [13], en los afios 70 su uso declin6 debido a la aparicién de
alternativas farmacéuticas para el tratamiento de la ICC y por la frecuencia con que se
presentaban efectos adversos por su uso ya sea agudo o crénico, sin embargo su uso
se ha acrecentado nuevamente debido a su eficacia, siendo en la actualidad los
glucésidos cardiacos de las primeras opciones para el tratamiento de la ICC
[10,11,12,13].

1.5 Factores de riesgo

Existen factores que contribuyen a incrementar el riesgo de que se presenten efectos
adversos por el uso de glucésidos cardiacos, los principales son: sobredosis aguda,
deterioro de la funcion renal, hipomagnesemia, hipocalcemia, hipokalemia debido a la
eliminacion de electrolitos por medio de la orina, fallos cardiacos no relacionados con la
ICC, hipotiroidismo, interacciones farmacoldgicas, edad, los bajos niveles extracelulares
de K+ pueden exacerbar el bloqueo auriculo-ventricular inducido por el uso de
glicésidos cardiacos [12,13].

Los efectos adversos pueden presentarse aunque los niveles plasmaticos del glucésido
cardiaco se encuentren dentro del limite terapéutico (Fig. 6); los efectos terapéuticos o
toxicos dependen no solo de las dosis administradas, ya que influyen directamente las
funciones hepaticas y renales debido a que controlan la eliminacion del farmaco y los
niveles idnicos plasmaticos, respectivamente [10, 11].
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1.6 Fundamentos del electrocardiograma (ECG)

El electrocardiograma (ECG) es el registro grafico en funcion del tiempo, de las
variaciones de potencial eléctrico generadas por el conjunto de células cardiacas y
recogidas en la superficie corporal. Las variaciones de potencial eléctrico durante el
ciclo cardiaco producen las ondas caracteristicas del ECG. La formacion del impulso y
su conduccion genera corrientes eléctricas débiles que se diseminan por todo el cuerpo.
Al colocar electrodos en diferente sitios y conectarlos a un instrumento de registro como
el electrocardiografo se obtiene el trazado caracteristico.

Las disposiciones especificas de los electrodos, se conocen como derivaciones y en

la practica clinica se utilizan un nimero de doce estdndar de la manera siguiente: DI,
Dll, DIll, aVR, aVL y aVF, V1, V2, V3, V4, V5 y V6.

BASES FISIOLOGICAS DE LA GENERACION DEL ELECTROCARDIOGRAMA :

la propagacion de las descargas originadas en el nodo sino auricular, a través del
musculo cardiaco produce su despolarizacion. El impulso se origina en el nodo sino
auricular (NSA) y se propaga concéntricamente despolarizando las auriculas y
produciendo la Onda P del electrocardiograma. Inicialmente se despolariza la auricula
derecha y posteriormente la auricula, la direccion en la cual se propaga y la posicién del
electrodo con respecto al vector de despolarizacion determina el sentido de la deflexion
gue se registra en el ECG (positiva si se acerca al electrodo y negativa si se aleja de
éste). La despolarizacion ventricular determina el complejo QRS del ECG. La deflexién
generada por la repolarizacion ventricular sigue la misma direccién, que la deflexion
inducida por la despolarizacién ventricular, es decir, tiene el mismo sentido que el
complejo QRS, es decir, tiene el mismo sentido que el complejo QRS. Este fendmeno
se visualiza en el ECG como una onda lenta llamada onda T

10
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1.7 Manifestaciones de la intoxicacion digitalica

Los signos que se presentan a nivel electrofisiologico son: bloqueos Auriculo-
Ventricular(A-V) y bloqueos seno-auriculares. La arritmia mas caracteristica de
intoxicacion digitdlica es la taquicardia paroxistica auricular con bloqueo A-V;
alteraciones visuales estan relacionadas con los niveles plasmaticos que incluyen vision
borrosa amarilla o verde, luces fluctuantes o halos o bien ceguera al color rojo-verde.
Sintomas gastrointestinales  que ocurren frecuentemente e incluyen molestia
abdominal, anorexia, nauseas y vomitos. Los efectos secundarios sobre el Sistema
nervioso central (SNC) ocurren frecuentemente, sin embargo no son especificos, como
debilidad, letargia, desorientacién, agitacién y nerviosismo. También se han reportado

alucinaciones y psicosis [10, 11, 12].

Relacion conceptual entre los efectos
terapéutico y toxico de la digoxina

—f— efecto
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Figura 6 Relacién conceptual de los efectos terapéutico y toxico de la Digoxina como

ejemplo de glucosido cardiaco
Imagen tomada de: Lewis P. Richard. “Digitalis: A drug that refuses to die” [10]
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La disminucion de K* intracelular altera la recuperacion del potencial de membrana, el
bajo potencial de membrana incrementa la automaticidad y disminuye la velocidad de
conduccion, al verse bloqueada la entrada de K* e incrementados los niveles de Ca*
por accion de los glucésidos cardiacos, se produce una actividad eléctrica oscilante,
gue se ve reflejada como taquiarritmias principalmente [7,9,16].

Los glucésidos cardiacos interactian con el sistema nervioso autbnomo en todos los
niveles, estas interacciones producen efectos complejos, puede producirse
estimulacion, inhibicion, facilitacion de funciones autébnomas, dependiendo de la dosis,
concentraciones plasmaticas, metabolismo y enfermedades cardiovasculares

subyacentes [7,9].

Las enfermedades respiratorias junto con hipoxemia, producen arritmias similares a las
producidas por los glucésidos cardiacos. Otro factor de importancia a considerar al
emplear digitalicos son las enfermedades isquémicas cardiacas severas, en las cuales
las alteraciones producto del uso de estos farmacos pueden sumarse a las
anormalidades preexistentes [14].

Los efectos farmacoldgicos de los glucésidos cardiacos se deben al incremento
transitorio de los niveles intracelulares de Ca®* como consecuencia indirecta del
blogqueo de la ATPasa-Na'/K*. Los niveles persistentemente elevados de Ca?* tienen
efectos no deseados sobre el metabolismo de alta energia de la célula, disminuyendo la
produccion de ATP [1], paralelo al incremento intracelular de Ca**, ocurre una
disminucién de K* intracelular, es importante resaltar este hecho ya que los iones Ca**
son fundamentales para el mantenimiento de la homeostasis celular. Niveles alterados

de estos iones pueden llevar a la activacion de mecanismos de muerte celular [10].

12
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1.8 Eventos celulares involucrados en la intoxicacion por glucésidos cardiacos.

La intoxicacion por glucosidos cardiacos induce cambios dentro de las células cardiacas
de tal manera que se producen cambios mensurables en la morfologia, bioquimica y
fisiologia del miocardio, las lesiones pequefias por intoxicacion, pueden llegar a ser
reparadas, mientras que las lesiones graves conducen a la muerte celular; tanto la
accion farmacolégica como la toxica de los glucésidos cardiacos se encuentran

relacionadas con los niveles de Ca?" intracelulares.

En 1982 Tanz y Rusell [45] observaron que al adicionar concentraciones arritmogénicas
de ouabaina 1.37 yM, a corazén aislado de cobayo (Sistema de corazon aislado de
Langendorff) hubo un incremento significativo en la liberacion de deshidrogenasa lactica
(LDH) dentro del fluido coronario asi como de la enzima creatin cinasa (CK).

En paralelo con el declinamiento del flujo coronario y el consumo de oxigeno por el
miocardio, hay un decremento del ATP ventricular de 23.6 a 5.8 pyg/mg prot [34]. Khatter
y cols en 1989 [46] reportaron lo siguiente: cuando se incrementan las concentraciones
de Na* o Ca®" extracelular se puede facilitar la toxicidad mecénica cardiaca a través del
aumento en la entrada de Ca2+. La elevacion de [Ca2+] libre citosdlico puede
incrementar la actividad de la ATPasa-Ca2+ del reticulo sarcoplasmico lo cual
aumentara el consumo de ATP [14, 15, 17].

Las mitocondrias junto con el reticulo sarcoplasmico regulan los niveles de Ca**
intracelular, se ha observado una hinchazon severa y ruptura de mitocondrias en
cardiomiocitos expuestos a niveles toxicos de glucésidos cardiacos, con una elevacion
significativa en los niveles de Ca?' intra-mitocondriales y una reduccién en la

fosforilacion oxidativa, con la consecuente disminucién en la generacion de ATP [15].
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El Ca** citosolico acumulado en exceso activa proteasas y fosfolipasas, entre las que
se encuentran: endonucleasas (degradan ADN), calpainas y calmodulina (actian sobre
el citoesqueleto y activan protein cinasas), la fosfolipasa A, cuya activacion acelera la
hidrolisis de fosfolipidos de membrana; las alteraciones no controladas de los niveles
del Ca®" intracelular pueden llegar a desencadenar mecanismos de muerte celular

(figuras 7y 8).

La inhibicion en la generacion de ATP en la mitocondria debido a la accion toxica de
los digitalicos, produce un efecto semejante al que se produce durante un episodio de
isquemia seguido del reestablecimiento de la circulaciéon sanguinea (reperfusion), es
decir hay una disminucién de energia metabdlica y una sobrecarga de Ca**, es por ello
que se debe cuidar de no administrar glucosidos cardiacos a pacientes que cursen
padecimientos isquémicos cardiacos severos paralelos a la ICC; la consecuencia mas

grave es la induccién de muerte celular [16, 17, 18].
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Figura 7: Equilibrio iénico de Na*, K*y Ca®* intracelulares en condiciones fisiologicas
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1.9 MUERTE CELULAR

Cada célula se encuentra en equilibrio dinAmico con el medio circundante, realizando
constantes ajustes a su estructura y funcién, para adaptarse a las demandas y
alteraciones graves extracelulares, las células tienden a preservar su ambiente interno y
externo dentro de limites relativamente estrechos de parametros fisiologicos, con el fin
de seguir siendo viables. Cuando la capacidad de adaptacién de la célula resulta
superada, se presenta una lesion celular; dentro de ciertos margenes, la lesién resulta
reversible y al desaparecer la alteracion grave, la célula regresa a un estado basal
normal, sin embargo cuando la alteracion grave es intensa o persistente, la lesion se
hace irreversible y la célula muere. Las principales respuestas de adaptacién son:
atrofia, hipertrofia, hiperplasia y metaplasia. [19,20,22].

El miocardio sometido a una sobrecarga persistente como es el caso de la presién
arterial elevada, se adapta y experimenta una hipertrofia (incremento del tamafio de las
células y como consecuencia del tejido cardiaco), para generar la presion que necesita,
por el contrario en periodos de ayuno prolongados o en casos de caquexia el miocardio
sufre atrofia (disminucion de tamafio sin disminucion en el nimero de células); en casos
de isquemia (falta de irrigacion sanguineo), cuando no es severa o prolongada, se
producen lesiones reversibles en las cuales los cardiomiocitos no mueren, solo pierden
su funcionalidad, lo cual puede traer trastornos potencialmente mortales, sin embargo
cuando la isquemia es aguda o prolongada la lesion resultante es irreversible y ocurre
muerte celular [19,20,22].

La muerte celular no se produce Unicamente por lesion, es un proceso fundamental en
la homeostasis de cualquier organismo pluricelular, ya que regula el numero de células
funcionales. Las alteraciones gravas del medio celular pueden inducir la activacién los
procesos de muerte celular, existiendo pasos reversibles e irreversibles, el punto al

cual la célula no se puede recuperar de las lesiones es dificil de definir.
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Los dos fen6menos que consistentemente estan asociados a lesiones irreversibles son
la incapacidad de revertir la disfuncion mitocondrial y las distorsiones profundas de la

funciones de la membrana.

La lesion celular puede producirse por diferentes mecanismos, dependiendo del estado
celular, el tipo y magnitud de la alteracion, ademas de los mecanismos bioquimicos que
vinculan una lesion dada y las manifestaciones celulares. De igual manera la muerte
celular puede ocurrir por diversas vias, de las cuales las que mas se han estudiado son:
la necrosis y la apoptosis, cada una con caracteristicas morfolégicas y bioquimicas
particulares [17, 19, 20,22].

1.10 NECROSIS

La necrosis se entiende como muerte celular patologica, se presenta por zonas en el
tejido afectado. Se desencadena cuando las células se exponen a una variacion
extrema de las condiciones fisioldgicas (hipertermia, hipoxia, isquemia, etc.), que
pueden producir dafios en la membrana plasmatica; la necrosis comienza con una

disminucion de la capacidad de la célula para mantener la homeostasis [19, 20].

Desde el punto de vista morfoldgico, la necrosis se caracteriza por una dilatacion de las
mitocondrias y del reticulo endoplasmico, una floculacién de la cromatina nuclear y una
entrada de agua que acaba por provocar la lisis osmaética de la célula y la salida al
exterior del contenido celular; por tanto, la muerte celular por necrosis se asocia a
menudo con una lesién adicional, afectando a una zona mas o menos amplia de tejido,

determinando una respuesta inflamatoria intensa. [17,19,22,23].

Es un proceso pasivo, que no requiere una participacion activa de la célula. La necrosis
no requiere sintesis de RNA mensajero (RNAmM) o proteinas, el origen de todos los
desérdenes necrdticos es un desequilibrio osmético, La permeabilidad de la membrana
plasmatica se altera y se establece un flujo anormal de iones (principalmente Ca*")
hacia el interior, que va acompafado de la entrada pasiva de agua. El volumen celular

aumenta (tumefaccién) y algunas rutas metabdlicas se alteran debido a las nuevas
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concentraciones idnicas que se establecen. Asi, la mayor concentracion intracelular de
Ca?" inhibe la produccion de ATP, a la vez que estimula la sintesis o activacién de
algunas enzimas proteoliticas [17,19,22,23].

La cromatina nuclear pierde su conformacion original y constituye pequefios
agregados. Algunos organelos membranosos, como reticulo endoplasmico o
mitocondrias, se dilatan por la entrada de agua, los ribosomas se desorganizan y los
lisosomas se rompen. Como etapa final, los organelos estallan, la membrana
plasmatica y la envoltura nuclear se fragmentan y el contenido intracelular se vierte al
exterior, promoviendo una respuesta inflamatoria. Las células fagociticas que acuden al
tejido ingieren y degradan estos restos. Esta salida del contenido celular sera la
responsable de la extensién del fenbmeno necroético, ya que las células adyacentes se
ven afectadas, bien directamente o de modo indirecto por la reaccion inflamatoria
[19,22].

Los factores que pueden producir necrosis son de naturaleza variada sin embargo,
tienen en comun que son de caracter accidental, es decir ocurren de manera imprevista,
producidas por efectores no fisiolégicos por ejemplo toxinas, dafios fisicos y quimicos,
los cuales producen lesiones irreversibles en las células, desencadenandose la muerte
de las mismas. [19,22,23]

1.10.1. Necrosis por hipoxia

En este modelo la alteracion primaria en la célula se produce en las mitocondrias, en las
gue se frena la fosforilacién oxidativa disminuyendo la produccion de ATP. El descenso
de ATP tiene fundamentalmente dos consecuencias: activacion de la glicdlisis
(anaerdbica) y detencion de los procesos activos que requieren ATP.

La glicdlisis lleva a un rapido consumo del glicégeno, acumulacion del acido lactico y
descenso del pH, al que se atribuye la condensacion de la cromatina nuclear. Los
procesos activos que se detienen son tres: bomba de sodio, agregacion de los

polirribosomas junto a la membrana del reticulo endoplasmatico y captacién de calcio
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en las mitocondrias. Asi, se producen entrada de agua y sodio a la célula y dispersion
de los polirribosomas. La célula y las mitocondrias aparecen hinchadas; los granulos
mitocondriales desaparecen; el reticulo endoplasmatico se encuentra dilatado y los
polirribosomas dispersos [19,20].

Estas alteraciones son reversibles y se desarrollan en los primeros 15 minutos de
hipoxia. Alrededor de los 20 minutos aparecen floculaciones de la matriz de las
mitocondrias, que indican aparentemente lesién irreversible de la célula. Estas

floculaciones parecen corresponder a proteinas desnaturalizadas [19].

Normalmente la concentracion de iones de calcio en el liquido extracelular es muy
superior a la concentracion de ese elemento en el citosol: los valores respectivos son
del orden de 10y 10”M; En condiciones normales, las mitocondrias captan iones de

calcio cuando tiende a subir la concentracion en el citosol [1,6,16].

La concentracién de Ca?* dentro de las mitocondrias es del orden de 10°M. Cuando el
descenso de ATP es acentuado, se produce salida de iones de calcio de las
mitocondrias al citosol, lo que activa las fosfolipasas y proteasas, que actlan entonces
sobre la membrana celular, el citoesqueleto y la membrana de los organelos, y

producen rupturas de membranas y filamentos.

Las rupturas de la membrana celular indican también dafio celular irreversible y
permiten gran flujo de iones calcio al citosol, la lesion de la membrana mitocondrial hace
que el flujo de iones de calcio inunde también las mitocondrias: asi se produce la
mineralizacion mitocondrial. La lesién de la membrana lisosomal permite la salida de las
enzimas lisosomales, con lo que se produce la autodigestion (autdlisis). Los cambios

funcionales suelen preceder a los cambios morfoldgicos [1, 6, 19, 22].
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1.10.2. Necrosis por reperfusion

Este tipo de necrosis ocurre cuando el proceso isquemico es interrumpido mediante la
reperfusion de sangre. Se trata de una isquemia prolongada, pero transitoria, de unos
20 minutos, es decir, que alcanza a producir floculaciones de la matriz mitocondrial. Al
reperfundir el tejido en este estado, el fendmeno se manifiesta caracteristicamente por
bandas de contraccion que comprenden varios sarcomeros y que se alternan con
bandas de rarefaccién, en las que las miofibrillas aparecen rotas y las mitocondrias

desplazadas en acumulos.

En las bandas de contraccién, en cambio, el material filamentoso aparece disgregado y
aglutinado. Al final del periodo de isquemia se producen alteraciones celulares que
hacen reaccionar anormalmente a la célula frente a la reperfusion con la produccion de
altas cantidades de radicales libres, que en comparacion con la necrosis hipoxica por
isquemia mantenida, alteran la membrana celular y el citoesqueleto con rapida

mineralizacion de las mitocondrias [19,20, 21,22].

1.11 APOPTOSIS

La apotosis es la muerte celular organizada dependiente de energia, se caracteriza por
una serie tipica de eventos morfolégicos, en una primera etapa se produce
condensaciéon nuclear y de organelos (excepto mitocondrias y ribosomas),
estrechamiento de la membrana citoplasmatica por alteraciones del citoesqueleto,
posteriormente ocurre la fragmentacién del DNA llevada a cabo por la activacion
selectiva de DNAsas, formandose fragmentos de DNA nuclear de aproximadamente
186 kilopares de bases (kb) y multimeros de estos fragmentos, la célula forma
prolongaciones de la membrana citoplasmatica muy prominentes, finalmente éstas se
separan para formar los fragmentos denominados cuerpos apoptéticos, que contienen
restos del contenido celular, los cuerpos apoptdticos son fagocitados por células
aledafias, o por macrofagos, el contenido celular nunca se derrama hacia el area que la

rodea evitando que se lleve a cabo una respuesta inflamatoria [8,19,20,24,25].
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La apoptosis es fundamental en el desarrollo de o6rganos y sistemas, en el
mantenimiento de la homeostasis de tejidos y células y en la defensa frente a
patégenos. Es un proceso finamente regulado que cuando se altera produce patologias
graves como malformaciones, defectos en el desarrollo, enfermedades autoinmunes o

neurodegenerativas asi como la aparicion de tumores.

Los procesos de muerte celular por apoptosis se encuentran regulados de tal manera
gue existe toda la maquinaria bioquimica intracelular para llegar a la muerte, sin
embargo dicha maquinaria se encuentra apagada hasta que la célula recibe estimulos
gue indican que su ciclo de vida ha terminado, estos estimulos pueden ser un ambiente
externo poco favorable para la célula, o bien un estimulo quimico mediado por
receptores de la membrana citoplasmatica; también existen sefales internas que se
activan cuando el ciclo celular se altera o el funcionamiento celular no es adecuado; la
apotosis puede dividirse en dos fases, la primera, de iniciacion durante la cual las
proteinas llamadas caspasas se hacen cataliticamente activas y la segunda fase, de
ejecucion durante la cual las caspasas actian produciendo la muerte celular, la
induccién de apoptosis puede ocurrir por dos vias que convergen en la activacion de
caspasas [8,19,20,23,24].

1.11.1 Via extrinseca o de los receptores de muerte.

En esta via la célula recibe sefales desde el exterior por medio de receptores en la
membrana citoplasmatica, dos ejemplos de receptores inductores de apoptosis son la
proteina de superficie Fas (también llamada Apol y CD95), a la cual se une el ligando
de Fas (FasL) y el receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) al cual se une la
molécula TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa). Tanto FasL como TNF-a pertenecen a
la familia de factores inductores de muerte celular TNF.

En el caso de Fas, para que la sefial de muerte sea transmitida hacia el interior de la
célula, es necesaria la polimerizacién del receptor posterior a la unién de FasL, en este
momento se dice que el receptor se encuentra activado, los receptores de muerte

poseen un dominio intracelular en el C-terminal del receptor denominado dominio de
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muerte (death domain, DD), al cual se asocia un complejo proteinico de sefializacion
inductor de muerte (death-inducing signalling complex, DISC), entre la proteinas que
conforman al DISC se encuentra el dominio de muerte asociado a Fas llamado FADD
(Fas-associated death domain), el cual también posee un dominio efector de muerte
(death-effector domain, DED), que sirve para reclutar a la procaspasa-8 la cual es
activada proteoliticamente y del DISC al citoplasma, La caspasa-8 activa iniciando la
cadena de caspasas que finaliza en la muerte de la célula (Fig. 9) [8,19,23].
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figura 9 Induccion de apoptosis por via extrinseca mediante el receptor de membrana Fas.
Imagen tomada de Robbins Stanley L, Kumar Vinay, Et al. “Robbins basic pathology[19]
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1.11.2 Via intrinseca o mitocondrial.

La via intrinseca no depende de receptores de muerte en la membrana citoplasmatica
y mensajeros inductores de apoptosis, la induccién de muerte es el resultado de un
incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial lo cual provoca la

liberacion de moléculas pro-apoptéticas al citoplasma.

Existen proteinas encargadas de regular la apoptosis, ejerciendo su accion sobre la
mitocondria, estas proteinas pertenecen a la familia de Bcl-2 (B-cell lymphoma 2).

La activacion de proteinas pro-apoptoticas de la familia de Bcl-2 produce un poro en la
membrana externa de las mitocondrias lo que permite la liberacion de numerosas
proteinas del espacio intermembranal de la mitocondria hacia el citoplasma, entre ellas,
el citocromo c (Cit c), el cual una vez en el citosol se une a la proteina denominada
Apaf-1l(apoptosis activating factor-1), formando un complejo proteico llamado
apoptosoma, el cual activa la caspasa-9. Iniciando la cadena de caspasas que lleva
finalmente a la muerte de la célula (Fig. 10)

En condiciones de homeostasis, las proteinas de la familia Bcl-2 se encuentran en
equilibrio, de tal manera que las proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, MCL-
1 Bad, Bid, Bik, Blk, BimL) se encuentran inhibiendo la polimerizacién de las proteinas
pro-apoptoticas (Bax, Bak, Bok), evitando la formacién del poro de transicion
mitocondrial (PTM); cuando este equilibrio se ve alterado por cambios en el medio

intracelular, se desencadena el proceso apoptotico [19,23].
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Figura 10 Induccién de apoptosis por via intrinseca o mitocondrial Imagen tomada de Robbins Stanley L,
Kumar Vinay, Et al. “Robbins basic pathology” [19]
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1.12 Mitocondria y homeostasis celular

La mitocondria participa activamente en la homeostasis celular, proporcionando no
solamente la energia para el funcionamiento de la célula, también participa en la
regulacion de factores como niveles iGnicos y enziméticos claves en el control de la vida
de la célula, existen diversos eventos desencadenantes de muerte celular entre los
cuales se encuentran dafio a DNA, estrés oxidativo, disminucion de factores de
crecimiento celular, cambios en la actividad de los canales de iones dependientes de
voltaje, los cuales promueven la disminucion del potencial de membrana mitocondrial
(AWm), provocando la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como la
elevacion de la permeabilidad de la membrana mitocondrial, al ocurrir dichas
alteraciones, se liberan moléculas al citosol, entre las cuales se encuentran el Cit-c, una
segunda molécula liberada desde la mitocondria es la proteina llamada Smac/Diablo
(second mitochondria-derived activator of caspases), que se une con proteinas
inhibidoras de la apoptosis (IAP) de la familia Bcl-2, facilitando el proceso apoptotico al
permitir la transformacion de procaspasas en caspasas; en una célula sana, existe un
equilibrio entre moléculas inductoras de apoptosis (AlIF’'s) y anti-apoptoticas(IAP),
predominando estas ultimas [19,20,22,24,25].

Es importante decir que las proteinas de la familia Bcl-2 participan en los cambios de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, permitiendo la apertura de poros 6
formando parte de los poros en la membrana, existen tres subfamilias homoélogas, Bcl-
2, BH y Bax, en tanto que la sub-familia Bcl-2 posee propiedades anti-apoptoticas, las
sub-familias BH y Bax, son proteinas pro-apoptoticas[25,26,27].

Los tres subgrupos de proteinas se encuentran anclados en la membrana mitocondrial
externa en forma monomérica, para que desarrollen su funcién pro-apoptética es
necesario que se polimericen formando el Poro transitorio mitocondrial (PTM) en la
membrana, esta polimerizacion depende de las sefales recibidas o alteraciones del
medio extra e intracelular. La formacién del PTM constituye un punto de no retorno en la
cadena de eventos bioquimicos intracelulares que llevan a la muerte celular por
apoptosis [25,26,27].
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La alteracion del potencial de membrana mitocondrial, se ve alterado por cambios en el
medio, tal es el caso del aumento intracelular exagerado y sostenido de iones Ca*, el
cual al ser un regulador de diversos procesos al interior de la célula debe encontrarse
en niveles homeostasicos para el adecuado funcionamiento de la misma, por lo que la
mitocondria participa junto con el reticulo sarcoplasmico en la regulacion de dichos

niveles de Ca?".

Cuando la capacidad de amortiguamiento de la mitocondria se ve superada, ocurre una
alteracion severa en el potencial de membrana, el primer efecto que se observa tras la
alteracion del potencial de membrana mitocondrial es la inhibicién de la produccién de
ATP, seguido de la formacion de PTM por las proteinas de la familia Bcl-2, permitiendo
la liberacion al citosol de las proteinas Cit-c, SMAC/diablo entre otros factores
inductores de la apoptosis.

1.13 Caspasas.

El mantenimiento de la homeostasis de las células que conforman los diversos tipos de
tejidos es fundamental, alteraciones graves pueden ocasionar dafos irreversibles o la
muerte del tejido y por ende la muerte del organismo. El control adecuado de los
diversos procesos intracelulares mantiene a las células en equilibrio bioquimico que las
mantiene viables, la muerte celular por apoptosis no solo es un proceso que se
desencadena durante agresiones a los diversos tejidos, es un mecanismo natural en
procesos como: recambio de células (ejemplo: piel e intestino), desarrollo del sistema
inmune, desarrollo embrionario, etc; las células poseen diversos elementos
bioquimicos que regulan la muerte celular apoptética, entre los mas importantes se

encuentran el grupo enzimatico denominado caspasas [29,30].

Las proteasas son enzimas que poseen la capacidad para romper enlaces peptidicos,
dependiendo del tipo de proteasa su actividad ser& inespecifica (corta cualquier enlace
peptidico) o pueden poseer una actividad restringida a la cercania de una secuencia
especifica de aminoacidos, de este modo las caspasas pueden ser consideradas

proteasas de restriccion, ya que catalizan la hidrélisis de un enlace peptidico solo
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cuando se encuentran en una secuencia especifica (cistein-proteasas), en las cercanias

de residuo de aspartato, de lo cual deriva su nombre: Cisteinil-aspartato proteasas.

Actualmente se conocen méas de catorce caspasas, sin embargo no todas participan en
el proceso apoptético, se ha encontrado que las caspasas: 2, 3, 6, 7, 8, 9, y 10 se
encuentran implicadas en la regulacion y ejecucion de la apoptosis. Las caspasas no
involucradas en el proceso apoptético participan en procesos inflamatorios, tal es el
caso de la caspasa 1 también conocida como interleucina 1B [29, 30, 31].

El proceso apoptdtico ocurre en general en dos fases, la primera de activacion, en la
cual la célula independientemente de la via, queda determinada a morir y la segunda
fase denominada de ejecucidn, en la cual se activa la maquinaria bioquimica intracelular
para llevar a la célula a la muerte de manera controlada, en esta fase participan las

caspasas [30, 31].

De igual manera que otras proteasas, las caspasas se encuentran en forma de
zimogenos o formas no activas (llamados pro-caspasas) hasta que una sefial induce su
activacion, cuando se altera la homeostasis celular de manera prolongada y/o
exagerada se dan las condiciones para la transformacion de pro-caspasas en caspasas
de forma secuencial, las caspasas se activan a través de uno o dos pasos proteoliticos
gue acaban por cortar el péptido precursor, dando como resultado la generacion de la
enzima activa. La forma activa de las caspasas es un tetramero formado por dos
homodimeros constituidos por una subunidad grande de aproximadamente 20 kDa y
una subunidad de aproximadamente 10 kDa, ambas subunidades proceden de un
mismo zimdgeno, la union de dos homodimeros resulta en un heterotetramero funcional
[29,30].

Las primeras caspasas de la cadena se activan a consecuencia de estimulos
extracelulares, propios del organismo como mensajeros de muerte (TNF-a, Fasl) o
sustancias ajenas al organismo, un ejemplo de ello son las toxinas, asi como por

alteraciones en la homeostasis celular debida a factores fisicos [19,29,30,31].
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Existen dos vias de activacion de las caspasas principalmente, la primera sucede en la
membrana celular y depende de la accién de factores de muerte celular que interactian
con receptores de membrana, esta unién origina la formacion de un complejo de
membrana llamado DISC, en el cual pueden ser reclutadas las pro-caspasa 8 y 10 para
su activacion, la caspasa activada es la primera de la cadena, cuyo sustrato son otras
pro-caspasas incluyendo las procaspasas 8 y 10, de esta manera no solo se inicia la
cadena de caspasas sino que se ve potenciada optimizando el proceso.

El segundo proceso de iniciacidon de la cadena de caspasas es a través de la
mitocondria, cuando ocurren cambios en el medio intracelular que ocasionan la
liberacién de moléculas desde la mitocondria hacia el citosol, entre ellas el Citocromo ¢
el cual interactia con una proteina llamada APAF generando un complejo proteico
denominado apoptosoma que actla sobre la procaspasa 9 activandola, el sustrato de la

caspasa 9 son otras procaspasas [29,30,31,32].

Las caspasas 8, 9 y 10 se clasifican como iniciadoras y son puntos de control para la
cadena de caspasas, sin la activacion de estas caspasas no inicia la cadena y por
consecuencia la célula no puede seguir el proceso apoptético. El otro tipo de caspasas
de la cadena son las caspasas efectoras, entre ellas se encuentran las caspasas 3, 6y
7, que son activadas por la accion de las caspasas iniciadoras, las caspasas efectoras
desencadenan el proceso final que lleva a la muerte de la célula [31,32].

Existen mecanismos de control que regulan la accién de las caspasas, entre ellos se
encuentra un grupo de proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs), las cuales pueden
evitar la activacion de determinadas caspasas, principalmente al inicio de la cadena,
como es el caso de la caspasa 9, esto es de gran importancia ya que protegen a la
célula de eventuales activaciones inespecificas de estimulos por debajo del umbral
apoptético y mantienen en estado latente a las procaspasas; en este grupo de proteinas
se encuentran algunas proteinas de la familia Bcl [21,22, 24].

1.14 Comparacién entre apoptosis y necrosis
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Las diferencias entre la muerte celular por apoptosis 0 por necrosis, son estrictamente
contrastantes, iniciando por los factores que desencadenan un tipo u otro de muerte
celular, asi como los mecanismos celulares involucrados, la morfologia que presentan
las células en sus diferentes organelos y membranas, sin olvidar los efectos observados
en las células y tejido circundante, las diferencias entre ambos tipos de muerte celular

se enlistan en la tabla | [22].
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Tabla 1 Diferencias entre apoptosis y necrosis

APOPTOSIS

NECROSIS

Fisioldgica o patolégica
Susceptible de ser regulada
Existe gasto energético
Membrana plasmatica permanece
intacta durante el proceso
Formacion de cuerpos apoptéticos
eliminados por fagocitosis
Células aisladas 6 grupos de
células
No hay inflamacion
Se observan las siguientes
caracteristicas bioquimicas y
morfoldgicas:
--condensacion de cromatina
--fragmentacion nuclear
--fragmentacion regular del ADN
--degradacion selectiva de
proteinas
--cambios en la membrana
citoplasmatica
--Liberacion de factores desde la

mitocondria

Accidental o patolégica

No es regulada

No se consume energia
Destrucciéon temprana de
membranas

Lisis celular

Areas definidas de tejido dafiado
Inflamacién

Fragmentacién del ADN al azar
Degradacion general de proteinas
Todos los organelos son afectados

de manera homogénea
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2. Antecedentes del estudio

Pilati y Paradise [33], Jacobus y cols [34] y Buja y cols, [35] atribuyeron el deterioro del
musculo cardiaco al incremento de las concentraciones intracelulares de Ca?*. Este
incremento conduce al secuestro de Ca®" en el reticulo sarcoplasmico y la mitocondria,
lo que puede provocar el deterioro de la fosforilacion oxidativa, y como consecuencia
una produccion baja de ATP mitocondrial, la glucdlisis anaerébica se hace evidente por

el gran incremento en la produccion de lactato.

De las consideraciones anteriores parece l6gico sugerir que la elevacion de [Ca?'] libre
en el citoplasma inducida por dosis téxicas de digitalicos inicia una serie de eventos
intracelulares perjudiciales que eventualmente conduciran a la muerte celular. Ramirez
y cols. [36] han probado en cultivo de células Hela y en animales de laboratorio
(cobayos macho) que dosis toxicas de ouabaina (50-60% de la dosis letal) inducen
muerte celular apoptoética, activando la via de liberacion de citocromo ¢ mitocondrial con
subsecuente activacion de caspasas -9 y -3 y posterior degradacion de ADN
internucleosomal. Estos hallazgos dejan al descubierto una via dependiente de la

mitocondria en la induccion de apoptosis por los digitélicos in vitro e in vivo.

En el estudio in vivo se mantuvo a los animales de experimentacion bajo el efecto toxico
de los digitdlicos un periodo de 5 h, a tal manera que las observaciones hechas
corresponden a una etapa temprana del proceso de muerte celular, por lo que es
necesario ampliar el tiempo de observacion para determinar la extension vy
caracteristicas del dafio ocasionado por la accién toxica de los digitalicos en el tejido
cardiaco.
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3. Justificacion.

La apoptosis de cardiomiocitos ocurre en el coraz6n humano enfermo. La prevencion de
la muerte celular preservaria un miocardio funcional, lo cual puede tener implicaciones
importantes en el tratamiento de afecciones cardiacas que dentro de su patofisiologia

involucran la pérdida de cardiomiocitos por apoptosis.

Es de gran importancia contar con un modelo experimental in vivo en el cual se puedan
semejar afecciones cardiacas y se puedan seguir rutas de sefialamientos que llevan a
la muerte celular para asi poder evitarla. La intoxicacion digitalica aguda genera
arritmias semejantes a las que se presentan en diferentes padecimientos cardiacos
como son: la cardiopatia isquémica, el infarto agudo del miocardio, en la tirotoxicosis,
en padecimientos que involucran hiperactividad adrenérgica como sucede en los

tumores de células adrenales como los feocromocitomas.

Las arritmias que se presentan en el miocardio por la intoxicaciéon digitalica pueden
ocurrir con o sin dafio estructural. La intoxicacion digitalica ocasiona bloqueos en todos
sus grados del nodo auriculo-ventricular; trastornos de propagacion de impulsos en el
sistema de Purkinje; hiperactividad por automatismo cardiaco que da lugar a
extrasistoles aisladas, a fendmenos de reentrada de impulsos, a ritmo bigémino a

taquicardias malignas y a la muerte por fibrilacion auricular [44]
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4. Hipétesis.

Con base en lo antes descrito se plantearon las siguientes hipétesis:

1. Posterior a la intoxicacion digitalica aguda el nimero de cardiomiocitos en apoptosis
no se incrementara conforme transcurra el tiempo.

2. La sensibilidad a la accién inductora de muerte celular por el digitalico ouabaina en
las distintas cavidades cardiacas se relacionard con la sensibilidad de cada

compartimento a la accion digitélica.

5. Objetivo general
Evaluar la magnitud del dafio producido en tejido cardiaco posterior a la induccién de

intoxicacion digitalica aguda en cobayos macho.

5.1 Objetivos particulares

1. Inducir por medio de intoxicacién digitalica aguda muerte celular apoptotica en
corazones de cobayo.

2. ldentificar en cortes histolégicos muerte celular in situ en las cuatro cavidades del
corazon a tiempos de 18, 24 y 48 h posterior a la intoxicacion digitélica.
Determinar si hay zonas preferenciales para la accion toxica de los digitalicos.
Determinar si la muerte celular inducida por los digitalicos es solamente
apoptosis o0 si conforme transcurre el tiempo se presenta otro tipo de muerte

celular.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 SUSTANCIAS

El digitdlico ouabaina (Sigma Aldrich, México) se utilizé en todos los procedimientos de
intoxicacion digitalica como representante de los glucésidos cardiacos y ademas
poderoso inductor de apoptosis

Solucién salina isotonica (SSI).

Anestesal (Pentobarbital s6dico 6.3g/100mL) Pfizer S.A. de C.V.

Formol

Piscaina/Lidocaina.

Diaminobenzidina (DAB) Dako.

Kit de muerte celular in situ TUNEL (TdT-mediated DUTP nick end labeling) Roche
Peroxido de hidrogeno (JT Baker)

Etanol grado analitico (JT Baker)

6.2 EQUIPO

Poligrafo VR-6 marca Honeywell.

Bomba de infusion constante, Kds Cientific, Auxetats-units.

Ventilador para roedores marca Ugo Basile, Biological Research Aparatos.

6.3 Animales

Se emplearon 24 cobayos albinos macho con un peso de 700 a 750 g los cuales se
dividieron al azar en cuatro grupos: (1) Control (infusidon de solucion salina isotdnica,
n=9), (2) Tratado con ouabaina por 18 h, (n=5); (3) Tratado con ouabaina por 24 h
(n=5); (4) Tratado con ouabaina por 48 h (n=5).
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6.4 Tratamiento
La ouabaina se disolvio primero con una mezcla de etanol/agua en una proporcion 1:7,
y una vez disuelta se tomd la dosis necesaria para cada animal y se llevo a un volumen

final de 8 ml con solucién salina isoténica (SSI).

La administracion del digitalico ouabaina o de la SSI se realizo mediante una bomba de
administraciéon constante por via intravenosa (vena yugular) a la velocidad de
5ug/kg/min 'y bajo anestesia (pentobarbital sédico 38 mg/kg, via intraperitoneal),
manteniendo a los cobayos con respiracion artificial durante todo el procedimiento.

Se administré una sola dosis, para los grupos tratados con ouabaina, la dosis fue de
121.574+21.05 nmoles de ouabaina/Kg (88.57+15.33 g de ouabaina/kg).

Al grupo | (control) se le inyectaron 8 ml de solucién salina adicionada de 50 pl de
etanol absoluto a la misma velocidad que al grupo tratado (0.25 ml/min). El grado de
intoxicacion de los cobayos se diagnosticé por medio de un electrocardiograma (ECG)
(Derivacion 1) el cual se registr6 en un poligrafo VR6 (electronics for Medicine,
Honeywell). La administracion del digitalico se suspendié cuando aparecieron signos de

intoxicacion severa (bloqueo auriculo ventricular y extrasistoles multifocales).

Una vez intoxicado el animal se mantuvo en observacion durante 18, 24 o 48 h
dependiendo del grupo de tratamiento. Al finalizar el tiempo de tratamiento bajo
anestesia, se procedi6 a extraer el corazon, el cual inmediatamente se lavé con SSI fria
y se fijo en formol al 10% en solucién salina amortiguada con fosfatos pH 7.4 (PBS) por
30 min, para hacer un corte coronal de 2 mm de espesor (el corte incluyé auriculas y

ventriculos) y se colocé nuevamente en la solucién fijadora.
Los tejidos fijados se incluyeron en parafina y se hicieron cortes histolégicos de 4 um

para deteccion de muerte celular apoptética in situ y valoracion de presencia de

infiltrado inflamatorio y necrosis por medio de tincion de Hematoxilina-Eosina.
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6.5 DIAGRAMA DE FLUJO
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6.6 Deteccion de muerte celular in situ

Tincion de TUNEL (TdT-mediated DUTP-X nick end labeling) (19 6). Para detectar la
muerte celular por apoptosis en tejido cardiaco de cobayo se siguié la siguiente
metodologia. Brevemente: Los cortes de tejido desparafinados y rehidratados se
lavaron con PBS y se incubaron con una mezcla de metanol-H>O, al 3% por 10 min a

temperatura ambiente.

Después de tres lavados con PBS los cortes histolégicos se cubrieron con una mezcla
de la enzima deoxinucleotidiltransferasa terminal con la solucién de marcaje: DUTP-
Fluoresceina. Las secciones se incubaron con la mezcla por 30 min a 37°C en camara
hameda. En cada caso se incluyé un corte adicional (control negativo de la reaccién) al

cual no se le adiciond la enzima, para detectar uniones inespecificas.

Al término de la incubacion los cortes se lavaron cinco veces en PBS y se procedio a
adicionar el anticuerpo antifluoresceina acoplado a peroxidasa, la incubacién se llevo a
cabo por 30 min a 37°C. Después de lavar con PBS se procedié a incubar con el
sustrato para la peroxidasa (H.O. en buffer Tris 0.05M-HCI pH 8.0 adicionado de 3,3'-
Diaminobenzidina 1 mg/m) dejando la reaccion por 1 a 3 min a temperatura ambiente,
posteriormente se lavé con PBS y se procedié a contratefiir. La contratincion se hizo

con Hematoxilina de Harris y se observaron los cortes en un microscopio Olympus.

7. Evaluacion de la tincion

Los cortes se observaron a 400X de amplificacién y se consider6 una tincidén positiva
para la tincion de TUNEL cuando se detectd un precipitado de color café localizado
exclusivamente en el nucleo de cardiomiocitos integros. La seccion se dividié en 4
cuadrantes y se analizaron 5 campos por cuadrante anotando el niumero de células
positivas por campo para cada cavidad cardiaca (auriculas y ventriculos). Los
resultados de los conteos de los grupos 2, 3y 4 se compararon con los del grupo 1.
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8. Andlisis estadistico

Los resultados del conteo de células de tejido cardiaco con nucleo tefiido positivamente
por TUNEL se expresaron como promedio + Desviacion estandar (DE). Y las diferencias
entre los conteos intracardiacos y entre los diferentes grupos de tratamiento se analiz6
por medio de la prueba de t de Student y ANOVA de dos vias seguida de la prueba de
Bonferroni con ayuda del software GraphPad Prism v5.0. Las diferencias entre grupos
se consideraron estadisticamente significativas para valores de P<0.05.

9. Resultados

9.1 ELECTROCARDIOGRAMAS. (ECG)

Los registros de los ECG de los cobayos no tratados (control) no mostraron variaciones
durante la duracion del procedimiento. En la Fig. 11 se muestra un trazo representativo
del ECG tomado antes, durante y poco antes de concluir la administracién; durante el
proceso de administracion de la solucion vehiculo los animales mantuvieron una

frecuencia cardiaca constante de 257 + 9.105 latidos/min.

Los ECGs de los cobayos tratados (Fig. 12) mostraron en los primeros 10 min. un
comportamiento similar al de los registros obtenidos en los casos control (257 + 15.52
latidos/min), después de los diez minutos de iniciada la infusion la frecuencia cardiaca
fue incrementando por el efecto terapéutico de los digitalicos, a los 20 min de iniciada la
infusion de la ouabaina la frecuencia cardiaca fue de 281.33 + 20.31 latidos/min, y a los
30 min los valores de frecuencia cardiaca fueron de 287.33 + 12.69 En el intervalo de
los 20 a los 30 min de infusibn aparecieron latidos ectopicos, intervalos P-R
prolongados y ondas P no seguidas por ondas QRS, (Fig. 12) signos todos ellos de

intoxicacion digitalica.

En la Fig. 13 se representan los cambios en la frecuencia cardiaca tanto de los
animales control como los tratados con ouabaina. Los cobayos control no muestran
cambios significativos durante el tiempo en el cual se les infundi6 la solucion vehiculo,
los cobayos tratados presentaron incrementos en la frecuencia cardiaca conforme

avanzo el tiempo de infusion del digitélico.
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Figura 11 Electrocardiograma de cobayo sin tratamiento.
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Figura 12 Electrocardiograma de cobayo tratado con ouabaina.
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FIGURA 13.- Cambios en la frecuencia cardiaca durante la infusion de ouabaina. La curva (4)
representa los cambios en la frecuencia cardiaca del grupo control al cual se le administré solucién salina
isoténica durante 30 min La curva (m) muestra los cambios en la frecuencia cardiaca de los cobayos a los
cuales se les administré6 Ouabaina (88.57+15.33 ug de ouabaina/kg de peso ).
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9.2. Deteccién de muerte celular in situ

Los cortes histologicos de los corazones de los cobayos administrados con el digitalico
y procesados para la deteccion de células apoptéticas in situ (tincibn de TUNEL)
mostraron miocitos con una tincion café intensa localizada exclusivamente en el nucleo
celular (Fig. 14%), mientras que los cortes histologicos correspondientes a los corazones
de los cobayos control presentaron escasas células con una tincion nuclear débilmente
positiva (Fig. 14b), el control de la reaccion, para descartar union inespecifica resulté
negativo (Fig. 14c).
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FIGURA 14.- Tincion de TUNEL. Los cortes de tejido cardiaco de corazén de cobayo se

procesaron para detectar muerte celular in situ como se describe en la metodologia. a) Cardiomiocitos
con tincién nuclear fuertemente positiva. b) Cardiomiocitos con tincién débilmente positiva. ¢) Control
negativo de la reaccion al cual no se le adiciond la enzima deoxinucleotidiltransferasa. Amplificacion de
las microfotografias: a'y b 400x, ¢ 100x.
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El resultado del conteo de los cardiomiocitos en apoptosis en el tejido cardiaco de los

cobayos sin tratamiento se muestra en la tabla 2. Los promedios de células con tincion

positiva fueron semejantes independientemente del tiempo transcurrido posterior a la

administracion intraperitoneal de SSI, por lo cual el grupo no tratado se manej6 de

manera conjunta y se limité a una n=9 para evitar el sacrificio innecesario de animales.

Tabla 2 Evaluacién de tincion de TUNEL en corazones de cobayos no tratados.

No Auricula Auricula Ventriculo Ventriculo
izquierda derecha izquierdo derecho
1 7.6 2 3.2 1.4
2 18 13.2 5 6
3 4.8 12 9.4 6.8
4 5.2 6.6 8.6 2
5 12 10.3 7.8 2.67
6 2.2 5.4 3.6 1
7 8.8 11.8 6 5
8 1.2 8.2 6 9.2
9 14.8 11 11 13.6
Promedio 8.29 8.95 6.74 5.10
DE:tV é:ﬁg':rn 5.70 3.68 2.50 4.43
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Los datos de la tabla 2 se representan graficamente en la Fig. 15 y se puede apreciar
gue en el grupo de cobayos que no recibié tratamiento con la ouabaina el nimero de
células apoptéticas no rebaso las 20 células con tincion TUNEL (+) por campo y no
hubo diferencias significativas entre las cuatro cavidades.

Los datos de la tabla 3 los cuales también estan graficados en la Fig. 15 muestran que
en los corazones de cobayo expuestos por 18 h a dosis téxicas de ouabaina hay un
incremento en el niumero de células apoptoéticas con respecto al grupo control en las
cuatro cavidades (Al=21.04+8.766 vs. 8.289+5.704, AD=23.4816.58 vs. 8.948+3.684,
VI=40.52+8.95 vs. 6.737+2.655, y en VD=41.72+10.63 vs. 5.297+4.16, las diferencias
fueron significativas en los conteos realizados en los cortes histolégicos de las
cavidades ventriculares (p<0.001).

En los corazones de cobayos expuestos por 24h a dosis téxicas del farmaco se
observa un mayor numero de células apoptéticas con respecto a los grupos control y
18h (Al=40.36+18.38; AD=45.48+14.74; VI=46.40+7.667 y VD=52.72+14.42) las
diferencias observadas fueron estadisticamente significativas con respecto al grupo
control para los conteos en las cuatro cavidades (p<0.001); con respecto a los grupos
tratados por 18 y 48 h las diferencias observadas no fueron significativas, excluyendo
los conteos de la auricula derecha de 48 h cuyas diferencias si fueron significativas (AD
24h 45.48+14.74 vs AD 48h 83.24+36.05, p<0.05).

En los corazones de cobayo expuestos durante un tiempo de 48 h a dosis toxicas de
Ouabaina el numero de células apoptéticas es mayor aun que en los otros grupos y en
particular con respecto al grupo control, los cardiomiocitos con tincion TUNEL (+)
fueron: AI=63.04+£36.07, AD=83.24+36.04, VI=72.92+21.1, VD=78.24+21.28. Al
representar estos datos en la Fig. 15 se aprecia que hay diferencias significativas con
respecto al grupo control (p<0.001), con respecto al grupo tratado por 18 h Al p<0.01,
AD p<0.001 y en ambos ventriculos p<0.05; con respecto al grupo tratado por 24 h
solamente hubo diferencias en el nimero de cardiomiocitos TUNEL (+) en la AD
(p<0.05).
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La tendencia clara es, que a medida que incrementa el tiempo posterior al estimulo
toxico de la ouabaina se incrementa la muerte celular de los miocitos cardiacos, las
diferencias entre los cuatro grupos fueron significativas cuando se comparan los
conteos de células en apoptosis para cada tiempo contra el control y cuando se
comparan los conteos del numero de células en apoptosis entre los grupos tratados por
48 h vs. 18 h.
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Tabla 3. Cuantificacion de cardiomiocitos TUNEL (+) por cavidad cardiaca.

Caso Tiempo Al AD Vi VD
(h)

1 18 15.8 £9.257 | 34 +11.203 28.2+4.969 |32+7.106

2 18 15.4 £2.408 |21.8+19.842 |47.6+20.912 |53 +21.863

3 18 13 £ 3.317 17.4£10.015 |38+14.697 |29.2+22.906

4 18 29.2 +22.906 | 25.2 + 4.658 50.8 +15.336 | 44.6 + 6.731

5 18 32+17.847 | 19+17.521 38+ 21.012 49.8+ 34.695

9 24 25.2 +13.971 | 39.8+6.099 39.6 +14.502 | 44 +£15.811

10 24 65.6 £ 15.274 | 37.8 £22.731 | 57.4 +28.876 | 66.8 + 35.295

11 24 19.8 £+ 15.434 | 51.6 £ 26.558 46 £ 6.745 70 £ 26.334

12 24 47.4 +21.652 | 30.2+14.805 39+17.944 | 42.6+10.899

13 24 43.8 +16.239 | 68 + 40.459 50 £ 10.559 | 40.2 +20.885

15 48 121.6 £ 139.6 +46.355 | 98.2 +20.055 | 91.8 £ 17.908

23.039

16 48 35.8 +19.383 | 39 + 16.140 51.2 +17.341 | 55.2 + 24.263

17 48 61.4+£12.954 | 77.4 £ 39.234 65 £47.259 81.6 £ 37.627

18 48 31 +18.641 77.8 £ 26.405 92.4 £18.528 | 104.4 +
36.610

19 48 65.4 £ 14.993 | 82.4 £40.513 | 57.8 £12.834 | 58.2 + 25.908

Conteo de cardiomiocitos con tincion nuclear positiva para la reaccion de TUNEL.
Los cortes histologicos de corazon de cobayo tratado con ouabaina por 18, 24 y 48 h se
analizaron por cavidad cardiaca (auriculas y ventriculos) contando al azar 5 campos con el
objetivo 40x, los datos en la tabla representan los promedios de los conteos tla Desviacion
Estandar para cada caso.
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FIGURA 15 Efecto de dosis toxicas de ouabaina sobre muerte celular por apoptosis en
tejido cardiaco de cobayo. Los cortes de tejido fueron procesados para tincion de TUNEL
como se describe en Métodos y la evaluacion se hizo empleando un microscopio 6ptico con el
objetivo 40X, se cuantificd el nimero de cardiomiocitos en apoptosis por campo, evaluandose 5
campos por cavidad, de los conteos de cada cavidad se obtuvo el promedio para cada cobayo,
el nimero de células promedio se conjunté para cada grupo de tratamiento y se obtuvo el
promedio y desviacion estandar, por cavidad para cada uno de los tiempos considerados en el
estudio. Al=Auricula izquierda; AD=Auricula derecha; VI=Ventriculo izquierdo; VD=Ventriculo
derecho. (*)control vs.tratados, p<0.001; (**) O-18 h vs. O-24 y O-48 h, p<0.01; (°) O-24h vs. O-
18 y 0-48h, p<0.05; (#) 0O-48h vs. O-18 y O-24 h, p<0.01. O=Tratado con ouabaina.
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La observacién al microscopio de los cortes histolégicos de los cobayos sacrificados a
los diferentes tiempos después de la intoxicacién digitalica aguda, se muestra en la Fig.
16 en la cual se observa que el niumero de células positivas para la tincion de TUNEL
va incrementando conforme aumenta el tiempo posterior a la administracion de la

ouabaina.
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[

FIGURA 16 Deteccion de apoptosis en miocitos de cobayo expuesto a dosis téxicas de

ouabaina. En los cortes histoldgicos se hizo la reaccion de TUNEL y se contratifieron con hematoxilina.

La amplificacion de las microfotografias es 400x.
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Figura 17 Patron de tincion de TUNEL. Se valord la tincidon nuclear exclusivamente en los
cardiomiocitos tomando en cuenta el % de células con tincion TUNEL (+) observadas por campo con el
objetivo 40X. Se consideré: Negativo (0%), b) Focal (1-5%), Zonal (6-50%), Difuso (>50-100%).
Amplificacion en las microfotografias: 400x.
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En los cortes histologicos también se analizé el patron de muerte celular in situ. Los
animales tratados y dejados por 18 h mostraron principalmente un patrén focal, los que
se dejaron por 24 h mostraron en mayor proporcion una tincién zonal mientras que los
gue se dejaron por 48 h presentaron un patron difuso. El andlisis de la observacion al

microscopio se muestra en la tabla 4.

Tiempo de
tratamiento (h)

Patrén de 18 24 48
Tincion: n(5) n(5) n(5)
Focal (%) 40 20

Zonal (%) 40 60 40
Difuso (%) 20 20 60

Tabla 4. Patron histolégico de muerte celular apoptética. Posterior a la reaccion de
TUNEL los cortes histologicos de corazén se observaron al microscopio de luz con objetivo 40x.
Se considerd un patron: Negativo cuando no se observaron cardiomiocitos apoptéticos; Focal
cuando se observaron 1-5% de cardiomiocitos apoptoéticos; Zonal cuando se observaron 6-50%
cardiomiocitos en apoptosis; Difuso cuando se observaron >50-100% cardiomiocitos
apoptoticos. Los datos en las columnas representan el % de casos con el patrén de tincion
correspondiente.
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9.3 Necrosis e Inflamacién

A partir de las 18 h se observaron zonas de degeneracion severa de los cardiomiocitos,
con pérdida de miofibrillas y miocitolisis, la necrosis se presento principalmente en los
ventriculos, y se caracteriz6 por la pérdida del citoplasma, en algunos casos se
observaron fragmentos de citoplasma intracelulares, y los nucleos generalmente
estuvieron condensados, (Fig. 18). La zona con necrosis fue siendo mas extensa a
medida que transcurri6 el tiempo después de la aplicacion de la ouabaina. En cuanto al
namero de casos con presencia de necrosis el grupo de 18 y 48 h se comportaron de
una forma similar (60% con necrosis) a diferencia del grupo de 24 h (20%).

En los mismos cortes histologicos se buscé la presencia de infiltrado inflamatorio. La
inflamacion fue mas notoria a las 18 h y fue disminuyendo conforme avanzé el tiempo
post-intoxicacién digitalica. Los corazones de los cobayos dejados por 18 h presentaron
en el 100% de los casos focos microscépicos de infiltrado inflamatorio, a las 24 h 60% y
en los de 48 h sélo el 40%. (Tabla 5)
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FIGURA 18 Necrosis. Los cortes histoldgicos de los corazones tratados con ouabainay no
tratados se tifieron con Hematoxilina-Eosina. A partir de las 18 h se observaron areas con
miocitolisis. Panel izquierdo amplificacion 100x, panel derecho amplificacion400x.
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18 h 24 h 48 h
n (5) n (5) n (5)
INFLAMACION (%)
(Focos 100 60 40
microscépicos)
NECROSIS (%) 60 20 60

Tabla 5. Dafio por intoxicacién digitalica aguda. La evaluacion de la presencia de

necrosis e infiltrado inflamatorio se hizo observando al microscopio los cortes

histoldgicos de corazén de cobayo tratado y no tratado con ouabaiana por 18, 24 y 48 h

(Tenidos con hematoxilina-eosina). Los datos representan el % de casos con necrosis e

inflamacion.
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10. Discusién

Los resultados de este trabajo muestran que dosis al 60% de la DLsy de ouabaina
inducen cardiotoxicidad. El examen de los cortes histolégicos al microscopio revel6
cambios notables en el tejido cardiaco los cuales fueron mas pronunciados conforme
avanzo el tiempo posterior al estimulo cardiotoxico inicial. ElI dafio al tejido cardiaco
incluy6: muerte celular por apoptosis, focos de necrosis y focos de infiltrado

inflamatorio. La zona con mayor afeccion fue la auricula derecha.

En un trabajo previo, realizado por Ramirez y cols. [18] en el que utilizaron como
modelo de intoxicacién digitalica aguda cobayos macho adultos, expuestos a la accion
toxica de la ouabaina por 5 h; se pudieron observar marcadores de muerte celular por
apoptosis, incluyendo: fragmentacion de DNA nucleosomal en DNA extraido de
cardiomiocitos aislados, en cortes histologicos se identificaron ndcleos de miocitos con
tincion positiva para la reaccion de TUNEL, ademas por métodos bioquimicos se
detecto liberacidon de citocromo ¢ de la mitocondria y la presencia de procaspasas -9y -
3 activadas. Estos hallazgos indican que la accion téxica de los glucésidos cardiacos
produce disfuncién mitocondrial [37].

Ya ha sido reportado en diferentes modelos de apoptosis, que estimulos que provocan
alteraciones en la mitocondria conducen a la apertura del poro de transicion
mitocondrial 1o que ocasiona la liberacidbn de citocromo c entre otras moléculas
proapoptéticas, que a su vez median la activacion de procaspasas y asi producir la
muerte celular [39,40]. Como ya se ha mencionado anteriormente concentraciones
téxicas de digitalicos inducen una sobrecarga de Ca?* intracelular en los cardiomiocitos
[37], lo que puede afectar las funciones mitocondriales, por lo tanto se puede presumir
gue la via de activacion de apoptosis activada por los digitalicos es la intrinseca.

En el trabajo previo [18], ninguna de las secciones de tejido correspondientes a los
corazones de animales intoxicados por 5 h present6 areas con necrosis, apoyando que
la muerte celular inducida por los digitalicos es compatible con apoptosis, al menos en

el periodo de tiempo estudiado.
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En el presente trabajo, posterior a la administracion de dosis toxicas del digitélico
ouabaina, se dejaron a los cobayos por 18, 24 y 48 h con el objeto de estudiar la
extension del dafio y el proceso cronoldgico de éste, en el tejido cardiaco. Al analizar en
las cuatro cavidades cardiacas el numero de cardiomiocitos en apoptosis se encontro,
que la muerte celular incrementa conforme incrementa el tiempo después de la
inducciéon del dafio citotéxico con el farmaco, lo cual parece indicar que basta un

estimulo inicial para que la sefial de muerte se haga extensa al tejido cardiaco.

En este estudio sobresale la susceptibilidad de la auricula derecha hacia el efecto toxico
del farmaco a tiempos prolongados después de la administracién del mismo. La mayor
sensibilidad de la auricula derecha a la accién inotrépica de la ouabaina ha sido
reportada por J. Wang y cols [39], y este efecto lo atribuyeron a una expresion
disminuida de la ATPasa-Na+/K+ en el tejido auricular con respecto a la encontrada en
los ventriculos, por lo que probablemente la sensibilidad al efecto téxico de los
digitalicos se deba de la misma forma a una expresiéon baja de la enzima en el tejido

auricular derecho.

En el analisis de los cortes histolégicos al microscopio desde las 18 h posterior a la
intoxicacion digitdlica ademas de apoptosis se pudieron apreciar zonas con
degeneraciéon severa del tejido cardiaco la cual se incrementd conforme aumento el
tiempo posterior al estimulo cardiotoxico, lo cual sefala que el dafio que provoca el
desequilibrio electrofisioldgico ocasionado por el efecto toxico de la ouabaina no
solamente activa sefiales que llevan a la muerte celular apoptética sino que por algin

mecanismo que se desconoce también hay muerte por necrosis.

En la zona de necrosis se pudieron observar cardiomiocitos con pérdida de las
miofibrillas y desprovistos parcial o totalmente de material citoplasmético con un gran
espacio vacuolar y con el nucleo condensado, estos cambios morfolégicos suelen
presentarse en procesos cardiacos patoldgicos en los cuales se va perdiendo

progresivamente la funcion.
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Los cambios morfolégicos necréticos observados en el miocardio se conocen como
miocitolisis colicuativa o simplemente miocitolisis la cual es tipica de cardiomiopatias

con un sindrome de gasto cardiaco bajo [41].

La muerte celular por apoptosis se caracteriza por tener ausencia o infiltrado
inflamatorio leve [2,20,22-30]; en el presente trabajo en el cual los animales intoxicados
permanecieron vivos por 18, 24 6 48 h si se observaron focos de tejido inflamatorio, lo
cual es una caracteristica que acompafia a la muerte celular por necrosis ya que en la
fase final de este tipo de muerte celular el contenido intracelular se vierte al exterior,

promoviendo la respuesta inflamatoria.

Las células fagociticas que acuden al tejido ingieren y degradan estos restos. Esta
salida del contenido celular es la responsable de la extension del fenédmeno necrético,
ya que las células adyacentes se ven afectadas, bien directamente o de modo indirecto
por la reaccion inflamatoria. [19,22].

En este estudio la inflamacion se presentd principalmente en los animales que
permanecieron bajo efecto por 18 h después de este tiempo el nimero de corazones
con infiltrado inflamatorio disminuyd. Probablemente dentro de las 6 a las 18 h haya
liberacion de mediadores pro-inflamatorios los cuales disminuyen al no haber un
estimulo de dafo persistente. Matsumori A y Sasayama S. [42] demostraron por medio
de modelos experimentales de insuficiencia cardiaca congestiva en animales, que la
digoxina modula la produccion de citocinas pro-inflamatorias, pudiera ser que en el
modelo experimental de cardiotoxicidad inducida por ouabaina se puedan estar
liberando factores pro-inflamatorios.

La gran capacidad de los digitalicos para inducir apoptosis en cultivos celulares
(principalmente células tumorales) se ha descrito en los ultimos afios sin embargo, en
la mayoria de los estudios reportados en los que analizan el comportamiento de los
esteroides cardioactivos como inductores de apoptosis usan concentraciones

consideradas cardiotdéxicas (>10 nM) [43], por tal motivo es relevante conocer los
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alcances de los dafos causados en el tejido cardiaco tras ser expuesto a condiciones
gue originan cardiotoxicidad. Actualmente se sabe que la muerte de cardiomiocitos se
puede originar por diferentes factores estresores y el tipo de muerte celular es
principalmente apoptosis.

El conocimiento de los mecanismos que se desencadenan enseguida de la exposicion a
drogas cardiotéxicas que semejen el comportamiento de procesos patolégicos
cardiacos es de gran importancia, ya que se pueden fundamentar estudios que ayuden
a identificar blancos terapéuticos que sean de utilidad en el disefio de estrategias que

impidan la muerte de las células cardiacas.

11. Perspectivas

Siendo los digitalicos uno de los farmacos que por mas tiempo se han empleado en el
tratamiento de una enfermedad, es ademas de interesante, Util continuar estudiando la
capacidad que han mostrado tener como inductores de muerte celular apoptoética. Los
conocimientos basicos que aporten tales estudios en un modelo animal en donde se
asemejan caracteristicas patoldgicas de enfermedades cardiacas conduciran al disefio

de nuevas estrategias terapéuticas.

En este estudio hemos encontrado que los digitalicos a dosis cardiotoxicas son capaces
de inducir en las primeras horas muerte apoptotica y conforme aumenta el tiempo
aparecen signos de inflamacién y necrosis. Si dentro del proceso patolégico estan
involucrados factores pro-inflamatorios como son NFkB y las citocinas TNF-alfa, IL-
lbeta, IL-6, 8 y10 son puntos que deben estudiarse, con el fin de asegurar que dentro
del mecanismo de dafio al miocardio inducido por la ouabaina ocurre la liberacion de

factores que favorecen la inflamacion y necrosis.
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12. Conclusiones

X/
A X4

La exposicion del corazdon de cobayo a una sola dosis cardiotéxica del digitalico
ouabaina por periodos superiores a 5 h ocasiona cambios importantes en el
miocardio que llevan a muerte celular por apoptosis.

Posterior a la intoxicacion digitalica aguda, el niamero de cardiomiocitos en
apoptosis incrementa con respecto al tiempo transcurrido.

A tiempos de 18, 24 y 48 h ademas de células cardiacas en apoptosis coexiste
necrosis.

La reaccion inflamatoria por el efecto toxico se presenta entre las 5 y 18h
posterior al estimulo.

A las 18 h el tejido ventricular muestra mayor niamero de células en apoptosis,
posteriormente, no hay diferencias significativas entre las cuatro cavidades del

corazon.
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