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| ARTicuLO DE REVISION

La mitocondria y el corazon
José Marin-Garcia y Michael J. Goldenthal

The Molecular Cardiology and Neuromuscular Institute.
Highland Park, NJ. EE.UU.

Para su correcto funcionamiento, el corazén depende
estrechamente de la energia oxidativa generada en las
mitocondrias, principalmente a partir de la betaoxidacion
de los acidos grasos, de la cadena respiratoria de elec-
trones y de la fosforilacion oxidativa. Los defectos en la
estructura y funciéon mitocondriales se asocian a enferme-
dades cardiovasculares, como las miocardiopatias hiper-
trofica y dilatada, defectos en la conduccion cardiaca y
muerte subita, miocardiopatias isquémicas y alcohdlicas
y miocarditis. Aunque una parte de estas anomalias mito-
condriales tiene una base genética definida (p. €j., los
cambios en el ADN mitocondrial que conducen a una dis-
funcion de la fosforilacion oxidativa, o los defectos de la
betaoxidacion de los acidos grasos debidos a mutaciones
especificas del ADN nuclear), otras anomalias parecen
deberse a agresiones cardiotéxicas o ambientales mas
esporadicas o a causas todavia no identificadas.

Esta revision se centra en las anomalias de la funcion
bioenergética mitocondrial y en los defectos del ADN mi-
tocondrial asociados a enfermedades cardiovasculares,
su significado en la patogenia cardiaca y las opciones
diagndsticas y terapéuticas disponibles. También se des-
criben de forma concisa los antecedentes relacionados
con la biogénesis mitocondrial y con las vias bioenergéti-
cas durante el crecimiento cardiaco, el desarrollo y el en-
vejecimiento.

Palabras clave: Mitocondria. Miocardiopatia dilatada.
Miocardiopatia hipertréfica. Miocardiopatia isquémica.
Cardiotoxicidad. Apoptosis. Células madre. Terapia gé-
nica.

The Mitochondrial Organelle and the Heart

The heart is highly dependent for its function on oxidati-
ve energy generated in mitochondria, primarily by fatty
acid p-oxidation, respiratory electron chain and oxidative
phosphorylation. Defects in mitochondrial structure and
function have been found in association with cardiovascu-
lar diseases such as dilated and hypertrophy cardiomyo-
pathy, cardiac conduction defects and sudden death,
ischemic and alcoholic cardiomyopathy, as well as myo-
carditis. While a subset of these mitochondrial abnormali-
ties have a defined genetic basis (e.g. mitochondrial DNA
changes leading to oxidative phosphorylation dysfunc-
tion,fatty acid B-oxidation defects due to specific nuclear
DNA mutations), other abnormalities appear to be due to
a more sporadic or environmental cardiotoxic insult or
have not yet been characterized.

This review focuses on abnormalities in mitochondrial
bioenergetic function and mitochondrial DNA defects as-
sociated with cardiovascular diseases, their significance
in cardiac pathogenesis as well as on the available diag-
nostic and therapeutic options. A concise background
concerning mitochondrial biogenesis and bioenergetic
pathways during cardiac growth,development and aging
will also be provided.

Key words: Mitochondria. Dilated cardiomyopathy. Hy-
pertrophic cardiomyopathy. Ischemic cardiomyopathy.
Cardiotoxicity. Apoptosis. Stem cells. Gene therapy.

Full English text available at: www.revespcardiol.org

INTRODUCCION

Las anomalias en la funcion y estructura de las mi-
tocondrias se han encontrado cada vez con mayor fre-
cuencia asociadas a enfermedades cardiovasculares,
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como la miocardiopatia dilatada e hipertrofica, defec-
tos en la conduccion cardiaca y muerte stbita, mio-
cardiopatia isquémica y alcohdlica'y miocarditis. Al-
gunas anomalias mitocondriales pueden tener una
base genética (p. €., los cambios en el ADN mitocon-
drial [ADNmt], que producen una disfuncion de la
fosforilacion oxidativa, o los defectos en la oxidacion
de los &cidos grasos debidos a mutaciones especificas
del ADN nuclear), mientras que otras de estas anoma-
lias parecen ser debidas a agresiones cardiotdxicas
mas esporadicas o0 ambientales, 0 a causas todavia no
identificadas.
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Para comprender mejor el papel que desempefian las
mitocondrias en la enfermedad cardiovascular, vamos
a presentar un resumen de los antecedentes sobre la
biogénesis y la funcion de las mitocondrias cardiacas
durante el crecimiento normal, el desarrollo y € enve-
jecimiento. En este contexto, estudiaremos la interac-
cion y caracterizacion de las mitocondrias/anomalias
mitocondriales en las enfermedades cardiacas, su diag-
nostico y las opciones terapéuticas disponibles. Aun-
gue las aberraciones en la funcion bioenergética de las
mitocondrias estan frecuentemente relacionadas con la
disfuncion cardiaca, los defectos especificos que cau-
san la disfuncion bioenergética a menudo residen
en vias metabdlicas no bioenergéticas, por g emplo, en
las vias de sefidlizacidn entre las mitocondrias y €l nu-
cleo, o0 en € conjunto de la biogénesis mitocondrial
y/o las vias de degradacion. La comprension de estas
viasy el impacto que tienen los defectos mitocondria-
les en las enfermedades cardiacas es importante para
mejorar el diagnostico y el tratamiento de las afeccio-
nes cardiacas de causa mitocondrial.

LAS MITOCONDRIASY EL CORAZON
NORMAL

Bioenergética mitocondrial

Las mitocondrias son muy abundantes en € cora-
z0On, donde constituyen un 20-40% del volumen celu-
lar, por ser un tejido de gran demanda energética. La
produccién energética mitocondria depende de facto-

res genéticos codificados por € nicleo y por €
ADNmt, que modulan la funcién mitocondrial normal,
incluyendo la actividad enzimética y la disponibilidad
de cofactores, y de factores ambientales como la dis-
ponibilidad de combustibles (p. €., azlicares, grasas 'y
proteinas) y oxigeno. Diversas vias bioenergéticas in-
teraccionan contribuyendo a metabolismo energético
mitocondrial (que se exponen en la fig. 1), como la
oxidacion del piruvato, e ciclo de los &cidos tricarbo-
xilicos, la betaoxidacion mitocondrial de los écidos
grasos y laviafina comin de la fosforilacién oxidati-
va que genera el 80-90% del ATP celular. Lafosforila-
cién oxidativa se lleva a cabo a partir de complejos de
proteinas localizados en la membrana mitocondrial in-
terna, que incluyen los complegjos I-1V de la cadena
respiratoria de transporte de electrones, la ATP sintasa
(complgjo V) y la trandocasa de los nucledtidos de
adenina (ANT). Los écidos grasos son € principal sus-
trato energético para la produccion de ATP en € mis-
culo cardiaco a partir de la fosforilacion oxidativa. Los
acidos grasos deben ser transportados de forma efecti-
vaal interior del cardiomiocito primero, y luego a in-
terior de la mitocondria para poder ser utilizados en la
produccién bioenergética a través de |a betaoxidacion
mitocondrial, y este proceso de transporte requiere di-
versas proteinas que forman parte del transportador de
carnitina (la aciltransferasa de carnitina y dos palmi-
toiltransferasas de carnitina, asi como la carnitina). La
betaoxidacion de los &cidos grasos y la oxidacién de
los hidratos de carbono a través del ciclo de los &cidos
tricarboxilicos genera la mayor parte del NADH vy
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rencia electronica, coenzima Q (CoQ) y
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Fig. 2. Genoma mitocondrial humano.
Se observa una representacion lineal
de la molécula circular humana de Hélice D
ADNmt con 16.569 pares de bases y
la localizacién de 22 ARNt identifica-
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complejos respiratorios y las funcio-
nes enzimaticas asociadas) desempe-
fladas por las proteinas codificadas

| Delecion de 4,4 kb |

por cada uno de los 13 genes estruc-
turales. Las localizaciones relativas de

las deleciones comunes de 5y 7,4 kb, [CJcenes de ARN ribosémico

y las nuevas deleciones de 11,1y 4,4 kb,
se exponen en las regiones encuadra-

nes del origen de la replicacién para la

cadena pesada (OH) que se encuentra .Complejo IV (citocromo C oxidasa)

dentro de la region no codificadora de

" . s Genes del complejo | .
das. También se describen las posicio- u (NADH deshidprog;enasa) [ Genes del complejo 111
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la hélice D, y del origen de la replica-

cién de la cadena ligera (OL). La nu-
meracion se ha escogido de acuerdo con Anderson et al*.

FADH intramitocondriales, que son la fuente directa
de electrones para la cadena de transporte respiratoria.
El aporte de ATP a partir de otras fuentes (p. ., del
metabolismo glucolitico) es limitado en €l tejido car-
diaco normal. Ademas de las vias bioenergéticas y de
los intermediarios metabdlicos, €l corazén contiene
también fosfatos de alta energia (p. g ., la fosfocreati-
na) producida por la creatincinasa mitocondrial a par-
tir del ATP de latranslocasa de nucledtidos de adenina
estrechamente relacionada y de la sintasa de ATP mi-
tocondrial.

Descripcion general de la biogénesis
mitocondrial

Las mitocondrias humanas contienen su propia mo-
lécula circular de ADN en forma de doble cadena, que
engloba 16.569 pares de bases que codifican 13 protei-
nas, las cuales constituyen una parte de los 5 comple-
jos enzimaticos involucrados en € transporte de elec-
trones y la fosforilacion oxidatival. Los genes de
ADNmt que codifican proteinas son transcritos en for-
ma de ARNm especificos que se traducen en un com-
plejo especifico de sintesis ribosomal/proteina. El
ADNmt también codifica parte de la maguinaria de
sintesis proteica mitocondrial, como 2 ARN ribosémi-
cos (ARNr) y 22 ARN de transferencia (ARNt), como
se observa en la figura 2. En general, cada célula car-
diaca contiene multiples mitocondrias (50-100) y cada
mitocondria contiene multiples copias de ADNmt
(1-10 moléculas/mitocondria). La biogénesis mitocon-
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drial estd aumentada durante la hipertrofia cardiaca, en
el tratamiento con diversos agentes como, por gem-
plo, latirotoxina o los agentes xenobiéticos, durante la
estimulacion eléctricay en el gercicio?. En la actuali-
dad, todavia no han sido completamente caracteriza-
dos los mecanismos que regulan los niveles de
ADNmMt especificos del corazén, ni el nimero global
de mitocondrias®. Sin embargo, est4 bien establecido
gue las mutaciones puntuales patogénicas y las dele-
ciones a gran escala en €l genoma mitocondrial, asi
como la deplecion generalizada del ADNmt, tienen
consecuencias graves en érganos como el corazdn, en
donde el ATP derivado de la fosforilacion oxidativa es
necesario para mantener la contractilidad miocardica.
Por e contrario, el genoma nuclear codifica la dota-
cién completa de proteinas involucradas en la replica-
cion y transcripcion del ADNmt, los componentes pro-
teicos de los ribosomas mitocondriales, multiples
proteinas estructurales y transportadoras de las mem-
branas mitocondriadles y €l resto de las subunidades
peptidicas (actualmente se calcula que son 71) de los
complejos respiratorios (las que no forman parte de las
13 subunidades peptidicas codificadas por el ADNmt).
Estas proteinas codificadas por € nicleo son sintetiza-
das en ribosomas citosolicos, dirigidas a las mitocon-
drias e importadas por procesos complejos. La regula-
cion cardiaca especifica de una parte de los genes
nucleares que codifican proteinas de la fosforilacion
oxidativa puede estar mediada por una expresion géni-
ca variable (p. €., la subunidad beta de la sintasa de
ATP se expresamas en €l corazén que en otros tejidos)
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sensible a una gran variedad de estimulos fisiol 6gicos
y ambientales, y por la presencia de isoformas especi-
ficas de tejido para péptidos especificos (p. g ., existen
isoformas especificas cardiacas para genes que codifi-
can las subunidades Vla, Vllay VIl de la oxidasa del
citocromo C). Por tanto, puede esperarse que determi-
nadas mutaciones en genes nucleares involucrados en
la biogénesis mitocondrial contribuyan en parte a los
defectos observados en las enzimas cardiacas mitocon-
driales y en el ADNmt, como el aumento de la inci-
dencia de deleciones de ADNmt a gran escala, y de-
plecién de ADNmt asociados a alteraciones cardiacas.
Hasta el momento se han identificado unas pocas mu-
taciones en los genes nucleares que afectan a la biogé-
nesis mitocondrial y que conducen a alteraciones car-
diacas. Mientras que € genoma nuclear controla la
biosintesis mitocondrial, los genes de ADNmt presen-
tan una tasa de mutaciones mucho mas elevada, care-
cen de histonas, tienen un mecanismo de reparacion de
ADN limitado y se encuentran expuestos a especies
reactivas del oxigeno generadas por la cadena de
transporte eectronico. La busgueda de mutaciones,
tanto en el genoma nuclear como en el mitocondrial,
asi como las mutaciones que afectan a la intercomuni-
cacion entre los genomas, es actualmente un campo en
expansion.

Cambios mitocondriales cardiacos durante
el crecimiento y el desarrollo del corazén

En € corazon fetal, que funciona en un ambiente re-
lativamente hipoxico, la glucosa y el lactato son los
principales sustratos energéticos utilizados por la glu-
colisis y la oxidacion del lactato, respectivamente. El
gran aporte de glucogeno que existe en el corazdn fe-
tal y, en menor medida, en el corazén neonatal, consti-
tuye una fuente significativa de glucosa 'y ATP en €
miocardio. La glucogendlisis es particularmente im-
portante en situaciones de deprivacion de oxigeno, y
puede hacer que el corazdn fetal sea més resistente a
los efectos de la hipoxia y la isquemia que € corazén
adulto*. Los corazones fetales tienen un menor conte-
nido mitocondrial y, por tanto, menores grados de acti-
vidad del complejo respiratorio y del ciclo de los &ci-
dos tricarboxilicos. La oxidacion de los acidos grasos
proporciona una pequefia parte de la produccion glo-
bal de ATP debido a que los valores de écidos grasos
circulantes son bgjos, y también como consecuencia
de la inhibicion de la oxidacion de los écidos grasos
por los elevados valores de lactato presentes en €l co-
razon fetal.

En & periodo posnatal se produce un cambio, de
manera que los &cidos grasos se convierten en el prin-
cipal sustrato energético del corazon®. La expresion de
genes que codifican enzimas de &cidos grasos (p. §.,
las enzimas e isoformas de la palmitoiltransferasa mi-
tocondrial de carnitina [CPT]) experimenta un cambio
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importante durante el periodo posnatal temprano que
va en paralelo con el aumento de la utilizacion de los
acidos grasos como sustrato energético en € corazon
del neonato. Los grados de actividad especifi-
cos de la CPT-II aumentan durante € primer mes de
vida, de igual forma que los valores de carnitina mio-
cardica®. De las otras 2 isoformas especificas de tgjido
dela CPT-I, el gen CPT-la tiene una elevada expresion
en el corazon fetal y declina después del nacimiento,
mientras que el gen CPT-1b presenta una gran expre-
si6n durante todo el desarrollo cardiaco’. Las proteinas
especificas asociadas a la membrana mitocondria y
las proteinas citoplasmaticas involucradas en la capta-
cion de los acidos grasos de cadena larga se encuen-
tran reguladas de forma coordinada durante el desarro-
Ilo del tejido cardiaco®.

La creatincinasa cardiaca mitocondrial (CKmt), que
permanece indetectable en las fases iniciales del desa
rrollo fetal, presenta una activacion de su expresion
durante el desarrollo neonatal. El aumento de la expre-
sién de la CKmt durante las primeras semanas después
del nacimiento estd acoplado a la disponibilidad de
ADP en la mitocondriay a la reorganizacion estructu-
ral de las mitocondrias cardiacas, desde una disposi-
cién aleatoria (en € dia 1) hasta la constitucion de una
red organizada en torno alas 3 semanas de vida posna-
tal®. La maduracion del transportador de fosfocreatina
esta coordinada con el desarrollo de las propiedades
contractiles del miocardio®®.

Es necesario establecer con claridad los valores pos-
natales de actividad de las enzimas mitocondriales car-
diacas implicadas en lafosforilacion oxidativa. Por €l
momento, la informacién disponible esta limitada por
el reducido nimero de individuos estudiados con un
corazén normal, y por la variabilidad de la actividad
de estas enzimas en funcién de la dieta, € gjercicio y
los estimulos hormonales.

Una de las consecuencias derivadas de la produc-
cién bioenergética mitocondrial esla generacién de ra
dicales libres del oxigeno, como los radicales de
superoxido e hidroxilo y € peréxido de hidrégeno
(H,O,). El anién superdxido se genera directamente
como consecuencia de las reacciones colaterales de la
cadena de transporte electronico con el oxigeno. Los
lugares principales de generacion de radicales libres
del oxigeno en lamitocondria son los complejos| y 111
de la cadena respiratoria; tanto un exceso como una
disminucién del flujo de electrones en estos puntos
puede estimular la autooxidacion de las flavinas y las
quinonas (incluida la coenzima Q), produciendo radi-
cales superoxido. Estos pueden convertirse en H,0,
(en presencia de la superdxido dismutasa) que, a su
vez, puede reaccionar para formar radicales de hidro-
xilo. Normalmente, estos subproductos téxicos con un
gran poder oxidante capaz de dafiar la célula son neu-
tralizados por enzimas antioxidantes, algunos de los
cuales estan localizados en las mitocondrias, por g em-
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Fig. 3. Via mitocondrial de la apopto-
sis. Las sefales celulares del tipo de
generacion de radicales libres del oxi-
geno, o dafio del ADN inducido por
UV, y una variedad de «sefiales de
muerte», desencadenan la via apoptd-
sica a través de la modulacion de la
union de las proteinas proapoptoésicas
(como la BAX) al PTP, provocando su
apertura. Como se observa, los valo-
res elevados de calcio mitocondrial,
asi como la produccion excesiva de
radicales libres del oxigeno (genera-
dos en los complejos respiratorios |y
Il) también promueven la apertura del
PTP. Este fendbmeno se continGia con
la liberacion de citocromo C y del fac-
tor inductor de apoptosis (AIF) desde
la mitocondria al citosol, con la consi-
guiente activacion de las caspasas que
inician la autodigestion celular y la
fragmentacién del ADN nuclear, pro-
vocando la muerte celular apoptésica.
La asociacion de BAX a la mitocondria
se previene por la familia de proteinas
antiapoptésicas Bcl. La neutralizacion

Citosol

driales por las enzimas antioxidantes
superéxido dismutasa de manganeso
(MnSOD) y glutatiébn  peroxidasa

Célula (GPx), y en el citosol por la CuSOD,
apoptotica GPx y catalasa. También se represen-
tan las principales proteinas de que
consta el PTP, en los lugares de union

as
) de los radicales libres del oxigeno
ocurre en los 2 lugares intramitocon-

de las membranas mitocondriales in-

terna y externa, como la hexocinasa (HK), la translocasa de los nucleétidos de adenina (ANT), la creatincinasa (CK), la ciclofilina D (CpD), la porina
y el receptor de benzodiacepinas (IBP), asi como el fosfolipido de la membrana interna cardiolipina (CL).

plo, la Mn-superdxido dismutasa (MnSOD) y la gluta-
tién peroxidasa (fig. 3), y otros son citosolicos, por
gjemplo, la Cu-superéxido dismutasa y catalasa, 0 son
eliminados por € glutatién. El aumento de la gene-
racién de radicales libres del oxigeno como conse-
cuencia de la isguemialreperfusion miocéardicas, la
inflamacion, € mal funcionamiento de las defensas
antioxidantes y el envejecimiento pueden causar pro-
fundos efectos en las células cardiacas, como un au-
mento de la peroxidacion lipidica que afecta principal -
mente a los fosfolipidos y proteinas de la membrana.
El anidn superdxido es particularmente nocivo para la
mitad Fe-S de las enzimas (p. €., € complgo |,
la aconitasa y la succinato deshidrogenasa?). El dafio
oxidativo también ocurre en los éacidos nucleicos (so-
bre todo e ADNmt) e incluye la induccion de roturas
de la cadena, una alta incidencia de modificacién de
bases (formacion de 8-oxoguanosing) y subsiguientes
mutaciones puntuales y deleciones. Las mitocondrias,
por ser el principal lugar de generacién de radicales li-
bres del oxigeno, son la diana critica de su efecto noci-
vo; la localizacién de la cadena respiratoria en la
membrana interna de la mitocondria hace que a menu-
do resulte dafiada, lo que a su vez produce un aumento

97

de la generacion de radicales libres del oxigeno que
conduce aun circulo vicioso de deterioro de lafuncién
mitocondrial. Ademés del bien conocido papel de los
radicales libres del oxigeno en la induccién de dafio
celular, evidencias recientes han aportado una vision
alternativa en relacion con la generacion de radicales
libres del oxigeno y € estrés oxidativo y su papel
COMO un mecanismo importante de regulacion®®. Las
especies oxidativas (como e H,O,) pueden actuar
también como potentes mecanismos de sefializacion
emitidos por las mitocondrias a otros sitios de la célu-
la, desencadenando un despliegue rapido y reversible
de cascadas intracelulares con diferentes objetivos fi-
siolégicos en los cardiomiocitos (p. €., apoptosis, ne-
crosis, cardioproteccion o proliferacién celular).

Cambios mitocondriales cardiacos durante
el envejecimiento y la senescencia

Entre los multiples cambios metabdlicos que tienen
lugar en e musculo cardiaco en la edad avanzada se
encuentran las modificaciones en la composicion de
acidos grasos y lipidos de la membrana como, por
giemplo, un aumento de los valores de acidos grasos

Rev Esp Cardiol 2002;55(12):1293-310 1297



Documento descargado de http://www.doyma.es el 30/06/2006. Copia para uso personal, se prohibe la transmision de este documento por cualquier medio o formato.

Marin-Garcia J, et al. La mitocondria y el corazén

saturados®* y una reduccion de las concentraciones de
acidos grasos poliinsaturados®™ y de cardiolipinat®. La
cardiolipina, que es €l fosfolipido insaturado celular
mas abundante, es €l principal componente de la mem-
brana mitocondrial interna, y desempefia un papel in-
tegral en la funcion de transporte de la membrana mi-
tocondrial cardiaca, en su fluidez y estabilidad,
ademés de facilitar 1a funcidn de las enzimas bioener-
géticas que se encuentran en la membrana. Se ha des-
crito unaimportante reduccion en los valores de carni-
tinay acetilcarnitina en individuos ancianos®.

Con d envejecimiento también se produce un au-
mento de latasa de deleciones a gran escalay de muta-
ciones puntuales del ADNmt cardiaco, y una reduccion
de las actividades enzimaticas mitocondriales'®?. Se
ha sugerido que estas anomalias mitocondrial es pueden
ser debidas en gran parte a aumento de la produccién
mitocondrial de radicales libres del oxigeno asociado al
envejecimiento'®?, Sin embargo, € efecto del envegje-
cimiento sobre lafuncién de las enzimas implicadas en
la fosforilacion oxidativa cardiaca ha sido revauado
recientemente y se ha cuestionado € grado y el papel
gue desempefia € declive de la funcion bioenergética
mitocondrial22. Las discrepancias entre los diferentes
hallazgos pueden estar basadas en las distintas metodo-
logias empleadas para medir la actividad mitocondrial.
Si consideramos las mitocondrias cardiacas que forman
parte de distintas poblaciones (lo que requiere una se-
paracion fisica de las poblaciones de estas organelas in
vitro), las mitocondrias interfibrilares localizadas entre
las miofibrillas y las mitocondrias subsarcolemales, |o-
calizadas debajo de la membrana plasmética, las reduc-
ciones asociadas a la edad de las actividades de los
complejos enziméticos respiratorios 11 y IV se encuen-
tran en las mitocondrias interfibrilares y no en las mito-
condrias subsarcolemales®. Una gran cantidad de cam-
bios/parametros fisiologicos puede tener influencia
sobre las actividades enziméaticas mitocondriales. Asi,
por giemplo, € grado de gercicio y condicionamiento,
asi como el aumento del estrés isquémico, pueden gjer-
cer un gran impacto sobre la actividad de las enzimas
mitocondriales?.

DISFUNCION MITOCONDRIAL EN LAS
ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

ADNmt y enfermedad cardiovascular

En las miocardiopatias se han documentado defec-
tos discretos de la fosforilacion oxidativa mitocondrial
0 deficiencias en la cadena respiratoria. Tanto la mio-
cardiopatia dilatada como la hipertréfica se encuentran
acompanadas frecuentemente por niveles defectuosos
de las actividades enzimaticas de la fosforilacion oxi-
dativay la cadena respiratoria®>?,

Las miocardiopatias (sobre todo la hipertréfica) se
asocian a menudo a mutaciones puntuales patogénicas
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especificas del ADNmt?*% (en latabla 1 se presentaun
listado actualizado). Las mutaciones patogénicas del
ADNmMt se encuentran localizadas generalmente en nu-
cledtidos atamente conservados a lo largo de la evolu-
cién, y a menudo tienen una presentacion heteroplas-
mica (una poblacién mixta de genomas de ADNmt
mutante y silvestre), aunque evidencias recientes indi-
can que las mutaciones patogénicas de ADNmt pueden
ser también homoplasmicas®. Estas mutaciones se sue-
len acompariiar por niveles reducidos de la actividad de
enzimas respiratorias especificas.

Se han identificado mutaciones patogénicas de
ADNmMt en varios genes de ARNt mitocondriales que
estan asociadas a miocardiopatias. Algunos genes es-
pecificos de ARNt, como el LEU, el ILEy & LYS, pa-
recen ser zonas calientes de mutacién en pacientes con
miocardiopatias. El lugar donde se producen las muta-
ciones dentro de la estructura en hoja de trébol del
ARNTt genérico puede tener un gran impacto sobre la
severidad del fenotipo y, posiblemente, sobre su espe-
cificidad tisular®. En genera, las mutaciones patogé-
nicas de ARNt mitocondrial afectan negativamente a
la sintesis proteica de las mitocondrias y la activi-
dad de muiltiples enzimas respiratorias. Se ha descrito
también una mutacién de ADNmt asociada a miocar-
diopatia en el ARNr®, Asimismo, otras mutaciones
puntuales de ADNmt que se encuentran en otras loca-
lizaciones del ADNmt (algunas en genes de ARNL,
otras en genes del ADNmt codificadores de proteinas),
gue no estan presentes en individuos normales se han
asociado a pacientes con miocardiopatia dilatada. Es-
tas mutaci ones potencia mente patogénicas son hetero-
plasmicas, y se encuentran en secuencias altamente
conservadas®™®“l. Ademés, se han descrito mutaciones
con pérdida de sentido en el citocromo b en un amplio
espectro de miocardiopatias, entre las que se incluyen
la miocardiopatia dilatada, |a hipertréfica, 1a histioci-
toide y la miocardiopatia posparto (tabla 1). Es impor-
tante remarcar que el citocromo b, la Unica subunidad
del complejo 111 codificada por la mitocondria, tam-
bién representa una zona caliente de mutaciones en pa-
cientes con miocardiopatia

Las enfermedades multisistémicas mitocondriales
con afeccion cardiaca se describen asociadas a un es-
pectro creciente de manifestaciones clinicas. Algunas
de ellas se heredan por via materna (debido a muta-
cion del ADNmt) y pueden presentarse con un fenoti-
po cardiaco variable (hipertrofia ventricular, cardiome-
galia y disritmias) junto con sindromes neurolégicos
como €l de Leigh (retraso en e desarrollo, debilidad
muscular, oftalmoplejia 'y necrosis de los ganglios ba-
saes), e de MELAS (miopatia mitocondrial, encefa
lopatia, acidosis lactica y episodios de tipo ictus) y
el de MERRF (epilepsia mioclonicay desorganizacion
de las fibras rojas)*>*. Las mutaciones especificas de
ADNmt, encontradas en asociacion con miocardiopa-
tia primaria, también pueden estar presentes en pacien-
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TABLA 1. Mutaciones puntuales especificas de ADNmt en la enfermedad cardiaca

Gen Lugar Cambio de aminoéacido Fenotipo cardiaco REF*
Mutaciones de ARnt

leu 3243A->G HCM 42
leu 3260A->G Taquicardia HCM-inicio en edad adulta 34
leu 3303C->T HCM infantil fatal 30
leu 3254C->G HCM 145
leu 12997 T->C DCM 146
ile 4300A->G HCM:-inicio en edad adulta 35
ile 4317A->G HCM-DCM infantil fatal 147
ile 4320C->T HCM infantil fatal 31
ile 4269 A->G CF a los 18 afios, inicio en edad adulta 29
ile 4295A->G HCM 148
ile 4284G->A CM 149
lys 8363G->A HCM 32
lys 8334 A->G HCM 44
lys 8269A->G HCM 150
lys 8348 A->G HCM 151
gly 9997T->C Arritmia ventricular HCM 33
cys 5814A->G HCM 152
val 1624C->T HCM 36
ala 5587T->C DCM 40
arg 10415T->C DCM 40
arg 10424T7->C DCM fatal 41
Mutaciones de ARNr

12s 1555A->G CM 38
16s 3093C->G CM 153
Mutaciones génicas estructurales

Cytb 14927 A->G Thr-> Ala HCM 154,56
Cytb 15236 A->G lle-> Val DCM 56
Cyth 15508 C- > G Asp-> Glu DCM 41
Cytb 15509 A->C Asn-> His CM posparto fatal 155
Cytb 15243 G->A HCM 157
Cytb 15498 G- > A Gly- > Asp CM histiocitoide 156
COl 6860 A->C Lys- > Asn DCM 40
coll 7923 A->G Tyr->Cys DCM 41
coll 9216 A->G Gln - >Gly DCM 41
ND5 14069 C->T Ser->Leu DCM 41
ATPase6 8993 T->G Leu - > Arg Sindrome de Leigh/HCM 43

'Ref: referencias; CM: miocardiopatia; HCM: miocardiopatia hipertréfica; DCM: miocardiopatia dilatada; CF: insuficiencia cardiaca.

tes con diversas combinaciones de fenotipos clinicos.
La variabilidad entre e genotipo mitocondria y € fe-
notipo puede explicarse por laimplicacion de cofacto-
res genéticos o ambientales no identificados capaces
de modular el efecto de las mutaciones de ADNmt. De
la misma forma, determinados sindromes o fenotipos
pueden estar causados por mutaciones completamente
diferentes del ADN nuclear o mitocondrial. Por gjem-
plo, e sindrome de Leigh puede estar causado por
mutaciones en la subunidad de la ATPasa-6*, por mu-
taciones puntuales en € gen LYS del ARNt mitocon-
drial®, por mutaciones del ADN nuclear de la piruvato
deshidrogenasa®®, por mutaciones nucleares que afec-
tan alas subunidades del complegjo 1147 o por deplecion
del ADNmt®, Sin embargo, todavia no se ha podido
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establecer la correlacion entre la afeccion cardiaca de
la enfermedad de Leigh y los loci afectados (tanto nu-
cleares como mitocondriales).

También se han asociado a alteraciones cardiacas
los reagrupamientos esporadicos a gran escala del
ADNmt. En e sindrome de Kearns-Sayre (KSS), las
anomalias de la conduccién cardiaca coexisten tipica-
mente con deleciones somédticas a gran escala del
ADNmMt*%0, | a mayoria de las deleciones de ADNmt
en el KSS es de un Unico tipo, no se heredan y se de-
tectan principalmente en e mulsculo cardiaco y de
manera mas rara en la sangre. Existe un estudio que
ha demostrado una prevaencia localizada de delecio-
nes de ADNmt en tejidos del sistema de conduccion
cardiaco, por gjemplo, en el nodo sinoauricular y auri-
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culoventricular, en comparacion con el miocardio cir-
cundante, En cambio, el fenotipo de delecion muilti-
ple de ADNmt asociado a la miocardiopatia dilatada
se debe a defectos genéticos en loci nucleares autoso-
micos no identificados que pueden heredarse tanto de
forma dominante como recesiva®?®3, Los casos de de-
lecion de ADNmt detectados en el KSS'y en alteracio-
nes autosomicas tienden a ser muy abundantes (alcan-
zando hasta un 95% del ADNmt total), tanto en forma
de deleciones discretas de una Unica zona como en
forma de agregados, y se detectan por la técnica del
Southern blot>. Ademas, aunque menos abundantes,
las deleciones a gran escala de ADNmt se detectan a
menudo por andlisis con PCR en €l tegjido cardiaco de
muchas miocardiopatias primarias. Este tipo de dele-
ciones son € reflgo de un dafio especifico del
ADNmt (presumiblemente como consecuencia de los
radicales libres del oxigeno), son dependientes de la
edad™% y sigue sin esclarecerse su papel en las enfer-
medades cardiacas.

Se ha descrito la deplecion en los valores de
ADNmMt cardiaco en pacientes con una miocardiopatia
aidada, tanto dilatada como hipertréfica®®. Ademas, la
deplecion del ADNmt cardiaco puede ser inducida es-
pecificamente por zidovudina (AZT), que inhibe tanto
la polimerasa de ADN del VIH como la polimerasa
gamma del ADNmt, lo que interfiere con la replica-
cion de ADNmt. En humanos y en animales tratados
con AZT5%® se han encontrado valores reducidos de
ADNmt cardiaco asociados a una marcada disminu-
cién de la actividad de las enzimas respiratorias y un
fenotipo clinico de disfuncién cardiaca. La deplecion
de ADNmt parece ser reversible, ya que e cese de
laterapia con AZT se ha asociado a una mejoria de la
funcién ventricular izquierda.

Defectos en proteinas mitocondriales
codificadas por ADN nuclear y enfermedad
cardiovascular

Las mutaciones en un amplio grupo de genes nu-
cleares que codifican proteinas mitocondriaes pueden
causar miocardiopatias. Por gjemplo, una miocardio-
patia es a menudo una consecuencia de mutaciones en
proteinas transportadoras mitocondriadles (p. €., la
translocasa de la carnitina-acilcarnitina) que facilitan
e paso de metabolitos criticos a través de la membra-
na mitocondrial interna®, y también de mutaciones en
la frataxina, una proteina de transporte mitocondrial
implicada en la acumulacion mitocondrial de hierro
gue causa la ataxia de Friedreich (a menudo se presen-
ta con miocardiopatia hipertréfica)®. También se han
implicado en algunas enfermedades de base mitocon-
drial, como el sindrome de Leigh, algunas mutaciones
de genes nucleares que codifican factores necesarios
para €l ensamblgie y € funcionamiento de las multi-
ples subunidades que conforman los complejos enzi-
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maticos respiratorios. En este sentido, las mutaciones
en el gen SCO2 que codifica una chaperona de cobre
involucrada en el ensamblgje del complejo IV (COX),
pueden dar lugar a una miocardiopatiaf. Es interesan-
te sefialar que €l fenotipo clinico en pacientes con mu-
taciones en SCO2 es distinto del que se ha encontrado
en otras mutaciones que afectan a otros factores del
ensamblgje de COX (p. g., € SURF1), que normal-
mente se presentan sin afeccion cardiaca®.

La miocardiopatia es |la manifestacion clinica prima-
ria de diversas ateraciones hereditarias de la betaoxi-
dacién mitocondrial de los écidos grasos®. Se han des-
crito como causas de miocardiopatia en nifios las
deficiencias en la acil-CoA deshidrogenasa de cadena
muy larga®, en la 3-hidroxilacil-CoA deshidrogenasa
de cadena larga®™ y en la acil-CoA deshidrogenasa de
cadena corta®. También se han encontrado asociados a
miocardiopatia los defectos en e transporte de carniti-
na a interior de las células, asi como defectos en el
mecanismo de transporte carnitina-acilcarnitina, res-
ponsable del transporte de acidos grasos al interior de
la mitocondria®”. Los defectos en la proteina mitocon-
dria trifuncional que afectan a la proteina de cadena
larga L-3 hidroxilacil-CoA estan asociados frecuente-
mente a la miocardiopatia dilatada®. La patogenia car-
diaca de estas alteraciones hereditarias que afectan ala
betaoxidacion de los écidos grasos y € metabolismo
de la carnitina incluyen probablemente dos factores:
un deficiente aporte bioenergético al corazén y la acu-
mulacién de concentraciones toxicas de acidos grasos
con la subsiguiente disfuncion cardiaca. Este tipo de
alteraciones ocurre principalmente durante la infancia
y a menudo se pone de manifiesto por enfermedades
infecciosas o por € ayuno, en una situacién en la que
el corazdn presenta una dependencia aumentada de la
oxidacion de los écidos grasos para la obtencion de
energia. Muchas de las ateraciones hereditarias del
metabolismo de los &cidos grasos que se han descrito
con anterioridad pueden acabar en muerte subita neo-
natal.

Los defectos en la conduccién cardiaca y las arrit-
mias estan presentes frecuentemente en pacientes con
defectos especificos en la oxidacion de los &cidos gra
sos®. Tanto las arritmias ventriculares como las auri-
culares se han asociado a deficiencias en el CPT-I1, en
latranslocasa de la carnitinay en la proteina trifuncio-
nal. En cambio, no se han descrito arritmias cardiacas
en pacientes con deficiencias en el CPT-1, en € trans-
portador de carnitinay en el MCAD, lo que sugiere
gue la acumulacion de metabolitos arritmogénicos
(p. §., las acilcarnitinas de cadena larga) promueve las
arritmias y contribuye potencialmente a la insuficien-
cia cardiaca y la muerte sibita. Hace mucho tiempo
gue se sabe que las acilcarnitinas de cadena larga po-
seen propiedades de tipo detergente y pueden modifi-
car en gran manera las proteinas y los lipidos de mem-
brana, gerciendo efectos tdxicos sobre las funciones
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electrofisioldgicas de las membranas cardiacas, como
el transporte idnico y la funcion de las gap junctions.
Ademés, la acumulacion de metabolitos de acidos gra-
sos de cadena larga (p. €., la acilcarnitina de cadena
larga) desempefia un papel fundamental en el desarro-
[lo de arritmias ventriculares que tienen lugar durante
la isqguemia miocardica™. La acumulacion de ésteres
de cadena larga potencialmente téxicos durante la hi-
poxialisquemia puede prevenirse bloqueando selecti-
vamente la actividad del CPT-I con perhexilina o
amiodarona, 1o que resulta en una reduccion del riesgo
de anomalias electrofisioldgicas de membranay de la
incidencia de arritmias | etales™.

La presencia de mitocondrias anormaes y de mio-
cardiopatia dilatada aguda también se ha descrito en €
sindrome de Barth, una alteracion ligada al cromosoma
X gue se caracteriza por una neutropenia ciclica de co-
mienzo neonatal. Las arritmias y la insuficiencia cardi-
aca también estan frecuentemente presentes. La protei-
na tafazzina, responsable del sindrome de Barth™, esta
codificada por el gen G4.5 y probablemente pertenece
aunafamilia de aciltransferasas involucradas en la sin-
tesis de fosfolipidos. En pacientes con mutacion en €
G4.5 se produce un aumento de los valores de &cidos
grasos saturados, mientras que los &cidos grasos insatu-
rados y la cardiolipina est&n marcadamente reduci-
dos™™. Una funcion defectuosa de la aciltransferasa
puede resultar en un aumento de la saturacion de los
&cidos grasos, o que perjudica la fluidez y la funcién
de las membranas cardiacas.

Los genes que codifican importantes proteinas es-
tructurales y del citoesqueleto han estado frecuente-
mente implicados en la patogenia de las miocardiopa-
tias. Las mutaciones especificas del ADN nuclear que
afectan a proteinas estructuales y contractiles, como la
actina, la desmina, el sarcoglicano y la distrofina, han
sido identificadas como agentes causales en muchos
casos de miocardiopatia dilatada e insuficiencia car-
diaca. De la misma forma, algunos casos de miocar-
diopatia hipertréfica familiar son debidos a mutacio-
nes patogénicas concretas de proteinas cardiacas
implicadas en la generacion de la fuerza contractil,
como la cadena pesada de la betamiosina, latroponinaT,
latropomiosinay la proteina C que se une a la miosi-
na. Es importante remarcar larelacion que existe entre
los defectos mitocondriales y las proteinas estructura-
les codificadas por € nucleo. Algunos pacientes con
mutaciones especificas de la cadena pesada de la beta-
miosina pueden desarrollar un nimero anormal de mi-
tocondrias y una marcada reduccion de la funcion res-
piratoria mitocondrial™™. Se ha sugerido una
interaccion potencial entre estas mutaciones nucleares
patogénicas y las mutaciones de ADNmt a partir de es-
tudios que demuestran la coexistencia de mutaciones
de la cadena pesada de la betamiosinay del ADNmt en
pacientes con miocardiopatia hipertréfica”. Ademés,
la distribucion intracelular de las mitocondrias puede
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estar profundamente aterada en pacientes con protei-
nas estructurales defectuosas (p. €., la desmina)™, ya
gue tanto la posicion intracelular como € movimiento
de las mitocondrias estdn mediados por las proteinas
del citoesqueleto. Las localizaciones celulares defec-
tuosas de las mitocondrias pueden desempefiar un pa-
pel critico en la fisiopatologia cardiaca, al modificar la
funcidn bioenergética cardiaca.

Isquemia miocardica

Cuando € suplemento de oxigeno es limitado, como
ocurre durante laisguemia miocardica, la fosforilacidn
oxidativay el flujo del transporte electronico declinan,
se produce una deplecion rapida de las reservas de cre-
atina fosfato, disminuye la oxidacion del piruvato y de
los &cidos grasos y se deteriora la produccion de ATP.
La hidrdlisis del ATP derivado de la glucdlisis y la
acumulacion de lactato conducen a una disminucion
del pH intracelular y a desarrollo de acidosis intrace-
lular, lo que gerce un efecto inhibitorio directo sobre
la funcion contractil. EI AMP y otros metabolitos se
acumulan, y esto da lugar a la aparicién de edema mi-
tocondrial y degeneracion progresiva. Ademas, la is-
guemia miocardica produce una disminucion de los
valores de los complejos respiratorios IV y V& y un
aumento de las deleciones de ADNmt®. La isquemia
sostenida acaba por producir deplecion de ATP y
muerte celular necrotica.

Paraddjicamente, las mitocondrias funcionales pue-
den exacerbar el dafio isquémico, especialmente al co-
mienzo de la reperfusion. Durante la reperfusion se
produce un aumento del influjo de &cidos grasos y un
desequilibrio de la oxidacion de los acidos grasos, 1o
gue da lugar a un exceso de acetil-CoA que satura €l
ciclo de los écidos tricarboxilicos a expensas de la oxi-
dacidn de glucosa y piruvato, y que al final resultain-
hibido. El aumento de la fosforilacién oxidativa causa
un incremento de la acumulacion de radicales libres
del oxigeno con un aumento de la peroxidacion lipidi-
ca; esto produce una disminucién de la concentracion
de cardiolipina en la membrana interna, con el subsi-
guiente efecto sobre la actividad del complegjo 1V. La
actividad normal respiratoria puede ser restablecida
con la adicion de cardiolipina exdgena?. En la actuali-
dad, existe evidencia de que € dafio por reperfusion
implica la existencia de muerte celular apoptética,
mientras que el dafio isquémico consiste principalmen-
te en muerte celular necrética®.

El estrés hipertérmico puede proteger contra la dis-
funcion miocéardica secundaria a dafio por isgquemia
reperfusion®. En los corazones sometidos a estrés por
calor se acanzan valores superiores de actividad de los
complegjos I-1V, de la expresion de las proteinas heat
shock (p. §., la Hgp32, 60 y 72) y mejora la funcion
ventricular. En comparacion con €l miocardio reperfun-
dido no tratado, en € que las mitocondrias estaban gra
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vemente dafiadas, se ha descrito que e miocardio re-
perfundido sometido a estrés por calor presenta una ac-
tividad superior de los complejos respiratorios y un
mayor nimero de mitocondrias con membranas intac-
tasy crestas paralelas. Estas observaciones han propor-
cionado evidencias de que & aumento de la capacidad
energética mitocondrial mediado por estrés hipertérmi-
o est& asociado a un aumento de la tolerancia a dafio
por isguemia-reperfusion.

Existe un mecanismo cardioprotector de autodefen-
sa en € corazén isquémico que implica la apertura de
unos canales mitocondriales de K* sensibles a ATP.
Este efecto cardioprotector puede estar mediado por
una mejoria de la produccion de ATP, por una dismi-
nucion de la sobrecarga de Ca2* en la matriz mitocon-
drial y por un aumento de la generacion de radicales
libres del oxigeno, que dan lugar a una activacion de
la proteincinasa C. Se dispone de varios f&rmacos que
funcionan activando especificamente la apertura de los
canales de K* mitocondriales como, por gemplo, €
diazoxido. Existen evidencias en humanos que de-
muestran gque los canales de K* mitocondriales son los
efectores del precondicionamiento®.

Apoptosis y muerte celular en la enfermedad
cardiaca

Existen evidencias que demuestran que la apoptosis
(muerte celular programada), que conduce ala pérdida
de cdulas cardiacas y a remodelamiento del ventricu-
lo izquierdo, constituye un hecho significativo de la
insuficiencia cardiaca en pacientes con miocardiopatia
dilatada y en modelos animales. Cada vez existe ma-
yor acuerdo en el reconocimiento de que las mitocon-
drias desempefian un papel fundamental en las fases
tempranas de la apoptosis.

En la via mitocondrial de la apoptosis, la liberacién
desde lamitocondria al citosol de proteinas proapopté-
sicas, citocromo C y factor inductor de apoptosis
(AIF) es un hecho crucia en la puesta en marchadela
subsiguiente cascada de cambios citoplasmaticos, in-
cluida la activacion de las cisteina-aspartato proteasas
(caspasas) y las endonucleasas nucleares que desenca-
denan la muerte celular®®, La liberacion de péptidos
mitocondriales se encuentra facilitada por la apertura
de un megacanal, € poro de transicion de permeabili-
dad mitocondrial (PTP), un complejo multiproteico di-
namico localizado en los puntos de contacto entre la
membrana interna 'y la membrana externa, que se acti-
va por la union de proteinas proapoptosicas como la
Bax (fig. 3). La proteina antiapoptésica Bcl2 (una pro-
teina mitocondrial) previene la asociacion de Bax con
el PTP e interfiere con la liberacion de péptidos pro-
apoptosicos desde la mitocondria (p. g., € citocromo
Cy d AIF). Evidencias recientes han establecido que
la apertura del PTP es un eslabon temprano critico de
la apoptosis que precede a la cascada de caspasas. La
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apertura del PTP esta promovida por el influjo de
Ca2+ haciala mitocondriay por la produccion excesi-
va de radicales libres del oxigeno en la mitocondria®®.
Existen otros segundos mensajeros proapoptosicos,
como los prooxidantes y € éxido nitrico, que también
inducen la apertura del PTP. Ademés de su implica
cion en la muerte celular apoptdsica, la apertura del
PTP se ha relacionado con la muerte celular clinica de
cardiomiocitos inducida por las excitotoxinas (como €l
glutamato), asi como en la muerte celular necrética
gue tiene lugar durante la anoxiay laisquemia®. Estas
observaciones apoyan la idea, cada vez més aceptada,
de que los cambios mitocondriales constituyen un
paso fundamental en € desarrollo de los dos tipos de
muerte celular, la apoptosisy lanecrosis.

La apertura del PTP produce una disipacion del po-
tencial transmembrana mitocondrial (AYm)® y una
despolarizacién de la membrana mitocondrial. Los
cambios en €l potencial de membrana pueden ser una
causa 0 una consecuencia de la apertura de PTP, ya
gue se acomparian de un influjo masivo de protones.
La disminucién de la actividad de las enzimas respira-
torias mitocondriales (particularmente del complejo
[11) y de lafosforilacién oxidativa pueden contribuir al
comienzo de la apoptosis. El PTP representa un lugar
critico donde la fosforilacion oxidativa puede integrar-
se con los estimulos de la sefidizacion celular y las
respuestas. La disminucién del contenido de ATP pro-
mueve la transferencia de la proteina Bax a PTP. Sin
embargo, existe un equilibrio dinamico continuo entre
los factores proapoptésicos Bax y los factores anti-
apoptosicos Bel, que modulan los acontecimientos que
tienen lugar en el PTP. Debido a que la apoptosis es un
proceso que requiere energia, € blogueo de la fosfori-
lacién oxidativa que causa la apertura del PTP o que
resulta como consecuencia de la misma no es comple-
to. Es importante sefialar que la desenergizacion mito-
condrial completa no favorece el desarrollo de apopto-
sis, sino mas bien e de necrosis. No deberia
sorprendernos que los acontecimientos iniciales de la
apoptosis incluyan la modulacion de los valores de
ATP, dada |a estrecha proximidad que hay entre el PTP
y los complejos respiratorios en la membrana mito-
condrial interna, asi como su implicacién en la pérdida
de citocromo C, una molécula critica de la cadena de
transporte electronico. En el lugar del PTP esta presen-
te también un gran nimero de moléculas mitocondria-
les asociadas a energia, como € intercambiador de nu-
cledtidos de adenina, la enzima glucolitica hexocinasa,
el canal de aniones dependiente de voltgje de la mem-
brana externa (VDAC o porina), la creatincinasa mito-
condrial y lacardiolipina.

Mitocondria y cardiotoxicidad

Cada vez hay mayor nimero de farmacos/toxinas
con efectos deletéreos conocidos sobre la funcién mi-
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tocondria cardiaca. El lector puede consultar dos ex-
celentes revisiones generales sobre las mitocondrias
como dianas farmacol 6gicas®®*. Nosotros vamos a li-
mitar nuestra discusion a dos toxinas relativamente
bien caracterizadas con efectos cardiacos asociados a
las mitocondrias.

Hace mucho tiempo que se sabe que los farmacos
anticancerosos de tipo glucdsido antraquinona (p.
g., la adriamicina-doxorrubicina) afectan a la fun-
cion miocardica. En la miocardiopatia inducida por
doxorrubicina se producen cambios moleculares y
bioquimicos en el miocardio que se acomparian de
sorprendentes cambios en la estructura 'y funcién mi-
tocondriales. Los cambios mitocondriales incluyen
un gran aumento de la produccion de radicales libres
debido a una actividad anormal de la deshidrogenasa
de NADH; un incremento del dafio del ADNmt, del
tipo de acumulacion de 8 OHAG y deleciones a gran
escala de ADNmt; alteraciones en la homeostasis del
Ca2+ mitocondrial; cambios en la actividad de las en-
zimas implicadas en la oxidacién de los acidos grasos
(p. €., € CPTI) y aumento de la actividad de la trans-
locasa de nucledtidos de adenina®®®. La mayor parte
de los efectos bioquimicos del etéreos de la doxorrubi-
cina puede ser contrarrestada con la suplementacién
de alguno de los siguientes factores: MnSOD, carniti-
na, adenosina 0 metalotioneina, capaces de aportar
grados variables de cardioproteccion®®. También
existe evidencia de que la doxorrubicina actlia sobre €l
PTP mitocondrial, modulando el flujo de Ca2+, la ge-
neracion de radicales libres del oxigeno, la actividad
de la trandocasa de nuclettidos de adenina, € trans-
porte y metabolismo de carnitina y la integridad del
ADNmt. La posible implicacion de la doxorrubicina
en la induccion de la via apoptésica en e corazén es
consistente con la estimulacion que gerce sobre la li-
beracion de citocromo C en cardiomiocitos'®. En este
sentido, vale la pena sefialar que los pacientes con una
miocarditis viral también presentan una disminucion
del contenido y actividad de la translocasa de nucl ebti-
dos de adenina'®, lo que sugiere que € PTP mitocon-
drial puede constituir una diana comuin de actuacion
de agentes cardiacos toxicos o infecciosos. Ademas,
existen evidencias que demuestran que € PTP de la
via apoptésica puede ser €l lugar de accion de agentes
téxicos (como €l salicilato y €l valproato) implicados
en lafisiopatologiadel sindrome de Reye™.

La ingestion de cantidades moderadas de acohol
puede ejercer efectos beneficiosos sobre el sistema
cardiovascular'®; esto puede manifestarse por un au-
mento moderado en |a bioenergética mitocondrial del
miocardio (p. g., un incremento de la actividad de las
enzimas respiratorias y del ADNmt), lo que sugiere un
incremento de la biogénesis mitocondrial especifica
del corazén'®®, Por € contrario, se ha observado que €
consumo de grandes dosis de alcohol ejerce efectos
deletéreos sobre € tegjido miocardico que, en las sub-
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células, consisten en anomalias de la estructura y fun-
cion mitocondriales y en deplecién del ADNmt104-106,

Modelos animales de enfermedades
cardiovasculares asociadas
a las mitocondrias

La ablacidn génica en e ratdn (es decir, la genera-
cion de mutaciones sin sentido o de genes knock-out)
dirigida a un espectro relativamente amplio de genes
gue codifican proteinas mitocondriales resulta en una
disfuncion cardiaca grave. Estos genes incluyen el
ANTY el MnSOD%®1%  |os factores involucrados en
el metabolismo de los acidos grasos, como e PPAR,
las subunidades MTPX1 ¢ factor de transcripcion
mitocondrial TFAmt (también llamado TFAM)12 y la
frataxina, la proteina responsable de la ataxia de Frie-
dreich3, Ademas de permitir €l examen de los efectos
especificos sobre la funcion cardiaca que se derivan de
laeliminacion de genes implicados en la funcion mito-
condrial, los ratones knock-out especificos de tejido
con una miocardiopatia mitocondrial se han utilizado
para identificar los genes modificados con potencial
valor terapéutico. Hasta el momento disponemos de
una informacién limitada sobre el impacto que tiene
en el miocardio la eliminacién de genes nucleares in-
volucrados directamente en la fosforilacion oxidativa
mitocondrial. Un estudio reciente ha descrito la exis-
tencia de disfuncion cardiaca en ratones que carecen
de la subunidad Vla-H de la citocromo C oxidasa, la
isoforma cardiaca™®. Hay poca informacion disponible
relacionada con la ablacion génica de ADNmt, ya que
la generacion de knock-out para genes de ADNmt
constituye un reto tecnolégico que requiere una apro-
ximacion novedosa para la creacion de animales trans-
génicos mitocondriales; algunos de estos enfoques se
discuten més adelante.

Un avance reciente en la construccion de animales
transgénicos mitocondriales ha sido la creacion de una
cepa de ratones que contiene valores altos de una dele-
cion Unica de ADNmt a gran escala (4.696 pb)X®. Las
mitocondrias miocérdicas de ratones con valores ele-
vados (> 85%) de delecion en el ADNmMt4696 tenian
una tendencia a desarrollar crestas anormales y una
marcada deficiencia en la COXY’; no obstante, y a di-
ferencia de los pacientes con KSS'y su delecion andlo-
ga en el ADNmt, los ratones con una alta proporcion
de delecion en d ADNmt fallecian por enfermedad re-
nal. Estudios posteriores realizados con ratones que al-
bergaban la delecion ADNmt4696 han revelado tam-
bién que las céulas individuales (de la mayoria de
tgjidos) contenian uno de los 2 tipos de mitocondrias,
las mutantes o las hormales; ambos tipos de mitocon-
drias no coexistian en la misma célula“®. Se ha pro-
puesto que la existencia de complementacion intermi-
tocondria imposibilita la expresion del fenotipo de
delecion en presencia del ADNmt silvestre de longitud
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completa. Si e modelo murino es relevante en rela-
cién con las enfermedades humanas de deleciones de
ADNmMt, este hallazgo puede tener importantes impli-
caciones en €l potencial tratamiento del sindrome KSS
basado en delecién utilizando ADNmt de cadena com-
pleta.

El uso de la sobreexpresion especifica en € corazén
de determinados genes también ha tenido un gran va-
lor informativo en nuestra comprension del papel de
las mitocondrias en la disfuncion cardiaca. Esta técni-
ca consiste en fusionar una region reguladora de un
gen especifico del corazén con un gen candidato dein-
terés 'y su posterior introduccion en el raton transgéni-
co, que expresara € gen candidato especificamente en
las células musculares cardiacas. La sobreexpresion de
un gran nimero de genes que participan en la expre-
sion y control del metabolismo energético cardiaco (p.
g., el PGCL1, el PPAR, €l TNF-alfa) es capaz de produ-
cir una miocardiopatia con disfuncion cardiaca grave y
cambios pronunciados en la estructura y funcion mito-
condrial es!9120,

El desarrollo de modelos animales con una disfun-
ciéon cardiaca basada en ateraciones mitocondriales
ofrece la posibilidad de probar de una manera directa
la efectividad de potenciales tratamientos. Por gjem-
plo, la demostracion de que los animales deficientes
en MnSOD desarrollan toxicidad por radicales libres
del oxigeno y miocardiopatia dilatada permite especu-
lar que el tratamiento con antioxidantes puede mejorar
€l fenotipo cardiaco; de hecho, lainyeccién peritoneal
del antioxidante MNTBAP en ratones deficientes de
MnSOD fue capaz de eliminar la disfuncién cardiacay
de revertir la acumulacion de radicales libres del oxi-
gen0121.

Diagnéstico y tratamiento de enfermedades
cardiacas producidas por alteraciones
mitocondriales

El diagnéstico de la disfuncion mitocondria en la
enfermedad cardiaca procede en gran parte de estu-
dios de biopsias endomiocérdicas que han utilizado
andlisis histoquimicos, ultraestructurales y de la acti-
vidad de las enzimas de la fosforilacion oxidativa y
de larespiracion celular. Recientemente se ha demos-
trado la utilidad diagndstica del andlisis de las enzi-
mas de mUsculo esquel ético en pacientes con miocar-
diopatial??, y la biopsia muscular puede reemplazar la
necesidad de utilizar biopsia endomiocardica en la
evaluacion y seguimiento de la miocardiopatia basada
en alteraciones mitocondriales. También puede ser in-
formativo € andlisis de ADN utilizado para identifi-
car mutaciones patogénicas especificas del ADNmt, el
andlisis de las deleciones a gran escala del ADNmt y
la evaluacion de los niveles de ADNmt; sin embargo,
segulin nuestra experiencia, laincidencia global de mu-
taciones patogénicas de ADNmt es baja en pacientes
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con enfermedad cardiaca, incluyendo aquellos que
presentan defectos de las enzimas de la fosforilacion
oxidativa. Una vez que las mutaciones especificas de
ADNmt han sido identificadas, su significado funcio-
nal puede ser confirmado utilizando tecnologia «cibri-
da». Segun esta metodologia, los citoplastos de los
pacientes (células enucleadas que contienen las mito-
condriasy el ADNmt de los pacientes) son fusionadas
con células rho° receptoras deficientes en ADNmt (cé&
lulas nucleadas en cultivo cuyo ADNmt ha sido elimi-
nado mediante crecimiento prolongado en bromuro de
etidio). Lalinea celular hibrida citoplasmica resultan-
te («cibrida»), que se puede hacer crecer bagjo condi-
ciones apropiadas, posee un bagaje nuclear silvestre
derivado de las células receptoras rho® y un ADNmt
derivado enteramente del paciente, y puede ser utili-
zada para €l estudio del crecimiento, consumo de oxi-
geno, produccion de ATP, sintesis proteica mitocon-
drial y evaluacion de las actividades enziméticas
especificas'?®. Para aquellos pacientes en los que se
sospecha la existencia de defectos genéticos nuclea-
res, los cibridos también pueden ser construidos a
partir de un genoma mitocondrial silvestre y e geno-
ma nuclear del paciente.

Aunque la evaluacion de los &cidos grasos utilizan-
do un perfil de las concentraciones sanguineas de acil-
carnitina por espectroscopia de masas parece ser €
método mas fiable de probar la existencia de una alte-
racion mitocondrial asociada a su metabolismo'®, se
puede usar andlisis bioquimicos alternativos para de-
terminar los valores de otros intermediarios mitocon-
driales clave, como la coenzima Q10, la cardiolipinay
lacarnitina.

Un conocimiento preciso de los defectos bioquimi-
cos y moleculares puede permitir el tratamiento con
intermediarios metabdlicos (p. g ., € succinato), coen-
Zimasy vitaminas que sirvan como donadores de el ec-
trones, transportadores y cofactores del transporte
electronico (p. g., vitamina K, tiamina, ascorbato y ri-
boflavina) que permitan obviar los defectos especifi-
cos en lafosforilacion oxidativay aumentar la produc-
cion de ATP?. Por gemplo, la coenzima Q10 ha
demostrado tener efectos beneficiosos en el tratamien-
to de episodios de tipo ictus, acidosis léctica y fatiga
del sindrome de MELAS, en los trastornos de la con-
duccién cardiaca asociados al sindrome KSS', y en el
tratamiento de otras miocardiopatias'?. Recientemen-
te, la idebenona, un andlogo sintético de la coenzima
Q, ha demostrado ser efectiva en e tratamiento de la
miocardiopatia asociada a la ataxia de Friedreich'?1%8,
La coenzima Q también es potencialmente Util como
antioxidante'®.

Las alteraciones mitocondriales de la oxidacion de
los &cidos grasos de cadena larga (entre los que se in-
cluye la deficiencia de CPT 1) pueden ser tratadas de
forma efectiva con terapia dietética a largo plazo, me-
diante el reemplazo de las grasas normales de la dieta
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por triglicéridos de cadena media e incremento de
la ingestion de hidratos de carbono, especiamente
en la miocardiopatia aguda asociada a deficiencias de
VLCAD y LCHAD¥®, | a prevencion de estas alte-
raciones incluye también evitar de forma estricta €l
ayuno, sobre todo durante la infancia. Los pacientes
con miocardiopatia secundaria a deficiencia primaria
de carnitina pueden ser tratados con L-carnitina oral.
En muchos casos de tratamiento con carnitina la mio-
cardiopatia se resolvié y se previno laincidencia de re-
currencias durante més de 5 afos®!. Asimismo, cada
vez hay mayor evidencia de que los &cidos grasos li-
bres poliinsaturados en la dieta pueden proporcionar un
efecto cardioprotector contra la fibrilacion ventricular
secundaria a la isquemia y las arritmias, aumentan el
contenido de cardiolipina mitocondrial y mejoran la to-
lerancia cardiaca alaisquemiay reperfusiont®2,

Las deficiencias en CPT-I1, translocasa de carnitina-
acilcarnitina o MTP que resultan en un aumento de la
incidencia de defectos en la conduccién cardiaca y
arritmias, pueden ser tratadas con farmacos capaces de
aumentar la utilizacién de glucosay la energia deriva-
da de la oxidacion de piruvato, a costa de la oxidacién
de los &cidos grasos, y asi prevenir la acumulacion de
acilcarnitinas de cadena largat®. Otros casos de inter-
vencion metabolica consisten en revertir el aumento
de la oxidacion de los &cidos grasos que tiene lugar
durante la reperfusion utilizando trimetazidina 'y rano-
lazina. El tratamiento con dicloroacetato se presenta
como una estrategia prometedora para contener el au-
mento de la acidosis lactica y revertir la disminucion
de la actividad de la deshidrogenasa de piruvato que se
producen en € dafio por isquemia/reperfusion miocéar-
dicos.

Laterapia con carnitina también puede ser utilizada
para disminuir la acumulacién de acil-CoA. Ademas,
los pacientes con insuficiencia cardiaca tratados con
carvedilol, un blogueador de los receptores adrenérgi-
cos de tipo beta, presentan una mejoria notoria en la
eficiencia energética del miocardio, debido a que se
induce un cambio en los sustratos oxidativos emplea-
dos, desde los &cidos grasos a la glucosa®.

El camino por delante: células madre
embrionarias y terapia génica

La formacion de células miocérdicas funcionantes
en € ratén y en los humanos se ha conseguido con €l
uso de células madre embrionarias (ES) derivadas de
estadios blastocitarios en fases preembrionarias®*%,
Esta tecnologia tan prometedora tiene numerosas apli-
caciones potenciales en €l tratamiento de muchas en-
fermedades cardiacas, como las miocardiopatias, me-
diante & aumento, la regeneracién o el reemplazo de
cardiomiocitos defectuosos. También puede ser utili-
zada en pruebas farmacol égicas para la evaluacion de
compuestos cardiotéxicos'®. Por e momento, dispo-
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nemos de una informacion limitada en relacion con la
estructura y funcion mitocondriales en células ES, y
no existen datos sobre su utilidad en las enfermedades
cardiacas que presentan anomalias mitocondriales ex-
tensas, ni sobre pruebas realizadas para probar la car-
diotoxicidad mitocondrial.

Recientemente, e ADNmt procedente de una linea
celular murina con deficiencias respiratorias y resisten-
te a cloramfenicol (CAPR) fue introducido en forma
de citoplastos enucleados en células ES (tratadas con
rodamina 6G para eliminar sus mitocondrias) utilizan-
do la técnica de fusién celular; los cibridos resultantes
fueron inyectados en blastocitos y se obtuvieron rato-
nes quiméricos’™. El fenotipo de la linea celular
CAPR, que se debe a una mutacion puntual del
ADNmt en el nucledtido préximo al extremo 3’ del gen
del ARNr 16S, fue transmitido por via materna a la
descendencia. Los ratones quiméricos CAPR desarro-
[laron un gran nimero de anomalias oculares, inclu-
yendo cataratas congénitas y disminucién de la funcion
de la retina, asi como retraso grave en € crecimiento,
miopatia y miocardiopatia dilatada. Las mitocondrias
estaban anormalmente agrandadas en e musculo es-
quelético y cardiaco de los ratones CAPR y contenian
numerosos granulos e ectrodensos. Aunque todavia no
se ha podido entender completamente el mecanismo
cardiopatégeno de CAPR, vale la pena sefidar que la
mutacion que presenta produce una gran deficiencia en
la sintesis proteica mitocondrial y comparte la grave-
dad y la patogenicidad cardiaca manifestada en otras
mutaciones del ADNmt que afectan a la sintesis protei-
ca de las mitocondrias (p. §., las mutaciones patogéni-
cas de ARNt y ARNr mencionadas anteriormente).

Mientras que los enfoques experimentales basados
en el uso de células ES de ratén cibridas son un medio
potencial para generar y examinar modelos animales
de enfermedad mitocondrial, todavia no se ha intenta-
do utilizar la tecnologia de las células ES para estu-
diar las mutaciones patogénicas del ADNmt implica
das en las enfermedades cardiacas humanas. Un
estudio reciente ha propuesto la posibilidad de intro-
ducir células ES con «<ADNmt reparado» en un pa
ciente que presentaba un defecto en el ADNmt, con la
idea de transformar el miocardio enfermo en uno
sano*®, La célula con € «ADNmt reparado» deberia
derivarse del propio paciente (para evitar € rechazo
inmunolégico), después de recibir tratamiento con
bromuro de etidio para eliminar e genoma de ADNmt
enddgeno y defectuoso, deberia ser sometida a un pro-
ceso de reincorporacion de los genes de ADNmt en su
forma silvestre. De una manera parecida, € tratamien-
to de los defectos de ADN nuclear en los pacientes
debe incluir un reemplazo genético especifico del de-
fecto nuclear (la recombinacién homologa sitio especi-
fica puede realizarse féacilmente en células ES) o, si €
lugar preciso del defecto genético no se conoce, €l re-
emplazo del nicleo completo del paciente por un nU-
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cleo silvestre y la subsiguiente generacion de un cons-
tructo obtenido a partir de células ES. El desarrollo de
la ingenieria celular basada en la terapia con células
ES puede tener un importante impacto en el tratamien-
to de las enfermedades cardiacas basadas en defectos
mitocondriales.

El uso eficaz de laterapia génica para €l tratamiento
de los defectos derivados del ADNmt en la fosforila
cion oxidativa esta pendiente de una metodologia ba-
sada en € reemplazo génico mitocondrial en células
humanas. Mientras avanzamos hacia ese futuro, varios
laboratorios han hecho publico sus progresos en la
creacion de vectores catidnicos (p. §., liposomas), ca
paces de transportar secuencias dirigidas a péptidos,
covaentemente unidas a oligonucledsidos mitocon-
dridles, a interior de las mitocondrias de células
vivasi-143, Este tipo de aproximacion basada en la
transfeccion mitocondrial puede combinarse con una
estrategia antisentido encaminada a reducir la expre-
sion del alelo mitocondrial defectuoso en el tejido del
paciente. Ademas, se acaba de publicar la correccion
genética de una deficiencia especifica en el ADNmt
gue afectaba a la sintasa de ATP¥. Utilizando unatec-
nologia que se basa en la expresién de un gen de
ADNmMt en el nacleo (el gen de la ATPasa-6) en cibri-
dos humanos, se ha conseguido corregir e fenotipo
biogquimico y € crecimiento del alelo mutante 8993.
Un enfoque genético similar puede resultar exitoso en
el tratamiento de las alteraciones cardiacas debidas a
mutaciones puntual es definidas del ADNmt.
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