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ABREVIATURAS

ADP: Adenosin Difosfato

AC: Actina

ATP: Adenosin Trifosfato

Arg: arginina

BCA: 4cido bicinconinico

Bcl-2 :B-cell Lymphoma 2

BSA: albumina del suero bovino

CE: Célula embrionaria

CHAPS: cholamidopropil-2 hidroxi-1 propanosulfato
CML: Célula madre linfoide

DI: decilitros

DG®f: Variacion de la energia libre de Gibbs estandar de formacion
DHAP: Dihidroxiacetona-fosfato

EAP: Enfermedad arterial periférica

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético

ESI : del inglés, ElectroSpray lonization

FAD: Flavin adenina dinucleo6tido

FADD : factor associated death domain

F-6-P: Fructosa 6 fosfato

Fig: Figura

FT-MS : del inglés, Fourier Transform ion cyclotron
G3P: Gliceraldehido 3 fosfato

G6P: Gliceraldehido 6 fosfato
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HDL: Lipoproteina de alta densidad

HEPES: acido 4-(2-HidroxiEtil)-1-PiperacinaEtanosulfonico.
ITB: Indice tobillo brazo

IPG: del inglés Isoelectric Phocusing Gradient
LDH: lactato deshidrogenasa

LDL: Lipoproteina de baja densidad

Lys: lisina

MALDI : del ingles, Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization
MDH: malato deshidrogenasa

Mcl-1 : Mieloid cell leucemia-1

mg: miligramos

Mi: Miosina

ml: mililitros

mm: milimetros

mmHg: milimetros de Mercurio

mmol: milimol

MS: espectrometria de masas

NAD: Nicotinamida adenina dinucleotido

nm: nanometros

PaO2: presion parcial arterial de oxigeno
PAS: Presion arterial sistolica

PC: piruvato carboxilasa

PCR: Proteina C reactiva

PEP: fosfoenolpiravico

PGEL1: Prostaglandina E1
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PGE2: Prostaglandina E2

pg: picogramos

PVDF :del inglés polyvinylidene difluoride
SDS-PAGE :del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis

seg: segundos

SFB: suero fetal bovino

SNC: Sistema Nervioso Central

TNF: Factor de necrosis tumoral

TOF : del inglés, time of flight

TPI: Triosafosfato isomerasa

UAD: Unidades Arbitrarias Densitométricas
Mg: nanogramos

2-DE: del inglés 2-dimensional electrophoresis
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1. INTRODUCCION

1.1.  MUSCULO ESQUELETICO

1.1.1.  Estructura

El musculo esquelético estd formado por fibras musculares estriadas, organizadas
histolégicamente en paquetes ( haz ) envueltos por un tejido conectivo llamado
perimisio. El haz se va reuniendo en paquetes , hasta conformar finalmente una
estructura que une a todas las fibras del musculo, envuelta por una capa de tejido
conectivo llamada perimisio.

Cada haz estd conformado por miles de fibras, perfectamente separables porque cada
una esta envuelta por su propia capa de tejido conjuntivo llamada endomisio. El total de
fibras que finalmente tendra el musculo queda establecido ya a los 4 6 5 meses de vida
fetal. El grosor, en cambio, es al nacer la quinta parte de lo que tendréa de adulto. En éste
es muy variable, segin el musculo de donde se saque la muestra ( a través de una
biopsia). En general el grosor va de 10 milimicrones a 100 milimicrones (1 micron es
una parte de mil). Su longitud suele ir a lo largo de todo el recorrido del musculo,
alcanzando hasta 30 centimetros en algunos casos.

En el interior de cada fibra se encuentran las miofibrillas segmentadas en una estructura
histolégica conocida como sarcomero. Estos sarcomeros, unidos en serie, se observan a
todo lo largo de la fibra muscular, y son la unidad funcional en la contraccion. Cada
sarcomero esta separada de su vecino por un disco, o banda, que se ha denominado Z, la

cual “corta” la miofibrilla en unidades funcionales.
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Cada sarcomero estd envuelto por una membrana, con propiedades de transporte
quimico y eléctrico llamada sarcolema. En su interior los miofilamentos del sarcomero
se encuentran inmersos en un medio acuoso, rico en glucoégeno, proteinas, sales, lipidos,

denominado sarcoplasma. Fig 1.1

PERIMISIO Vaso sanguineo

\ N l £ Y
- LU\ FIBRAMUSCULAR

Y\ (célula muscular)

A
o V=)
R g

> F"V ENDOMISIO

ENDOMISIO '
EPIMISIO Fasciculos

Tendon

Fig 1.1 Histologia musculo esquelético
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La miofibrilla tiene cuatro componentes basicos que en conjunto producen la
contraccion: La actina ( filamento delgado); la miosina ( gruesas en forma de palo de
golf) ambas dispuestas en paralelo entre si; la tropomiosina y la troponina, tienen una
funcion reguladora en la formacion de los contactos ( puentes) y su ruptura, en la

contraccion y relajacion, respecto de la actina y la miosina.

Los filamentos de miosina y actina son rigidos, pero hay elementos elésticos
intermedios que ‘“puentean”. El rango total de movimiento puede ser de 10 al2
nanometros( nm). El nimero de puentes es variable segin la velocidad de una
contraccion. En una activacion maxima no alcanza al 50% el nimero de puentes
efectivamente establecidos. Todavia no se sabe cual estructura es el elemento eléstico
en el puente, qué clase de union mantiene la cabeza de miosina con el filamento de
actina, como actua el ATP en la union y desunion de la actina y la miosina. Fig 1.2 y

Fig 1.3
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Filamentos de actina
Filamen}os de Myosina

Membrana Miofibrilla Filamentos

célul as adiposas

fibra muscular estriada epimisio externo

capilar sanguineo

arteriola

vénula

perimisio interno endomisio

Fig 1.2 1 .Miofibrillas distribuidas uniformemente dentro de una fibra muscular; 2.
Vaso sanguineo,; 3. Endomisio, que amarra las fibras dentro de un haz primario; 4.
Perimisio, empaqueta un haz primario (varios haces primarios forman un haz

secundario y asi sucesivamente), 5. Vasos sanguineos que circulan por el perimisio.
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Nuicleo de las células musculares

i

——

i

o

<L

-y
*

terminacion de
un nervio motor Miosina

Fig 1.3 Diagrama que muestra la Disposicion de los Miofilamentos de Actina y
Miosina dentro de la Miofibrilla, en un Musculo Estriado: I. Banda en la que solo hay
actina;, H. Banda en la que solo hay miosina; A. Banda en la que hay actina y miosina;
1. Cada miosina esta "unida a las actinas vecinas" por finos filamentos (no dibujados
en esta figura); Mi. Miosina; AC. Actina (50 A de grosor y 2 micrones de largo); Z.

Linea que separa un sarcomero de otro.
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1.1.2.  Tipos de fibra

Existen dos tipos basicos de fibras musculares:

a) Tipol: De contraccion lenta, tonicas, rojas y mayor resistencia a la fatiga, con
una velocidad de contraccion de 80 a 100 milisegundos, conectadas a motoneuronas
pequenas.

b) Tipo2: De sacudida répida con velocidad de contraccion de 40 milisegundos,
fasicas, blancas y menor resistencia a la fatiga. A su vez estas fibras se subdividen en 3
subtipos: 2a,2b,2c, que tienen variaciones histoquimicas entre ellas, que redundan en
diferencias contractiles. Su proporcion relativa varia segun el tipo de entrenamiento.
Estan conectadas a motoneuronas de gran tamafio. En un musculo la proporcion es
alrededor de 50% pero con variaciones que van de 10% a 95% ( ejemplo 75% tipol en
el soleo)

La proporcion de fibras tipo 1 y 2 es condicionada por la genética, para cada musculo.
Por otra parte, los diferentes musculos tienen proporciones distintas segun su
caracteristica funcional;los antigravitatorios, por ejemplo, tienen mas fibra tipol y los
musculos de reaccion rapida (flexores en general) tienen mas fibras tipo2. A las 20
semanas ( 5 meses) de vida fetal ya empieza la diferenciacion, la cual es casi completa
al afio de vida.

La proporcion de los diferentes tipos de fibras, si bien esta condicionada por la genética,
el tipo de entrenamiento fisico es un factor fuertemente perturbador. Asimismo la
influencia neurolégica también es importante en las propiedades contractiles. Existen
numerosos experimentos que demuestran como el tipo de entrenamiento modifica a las

fibras; como también experimentos con electroestimulacion demuestran la plasticidad
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de las fibras para transformarse. No obstante, en ambos casos el reposo prolongado,
tiende a revertir tales modificaciones a la situacion previa al experimento.

La unidad motora es una motoneurona ( alfa) con la fibras musculares que inerve, cuyo
numero es muy variable, segiin el requerimiento de fineza de coordinacion a que esté
sometido el musculo, a mayor fineza menor numero de fibras por cada motoneurona (
por ejemplo un musculo del ojo, comparado con un extensor antigravitatorio varia de 1

motoneurona por 5 fibras, hasta 1 motoneurona que se conecta a 2.000 fibras ) .Figl.4

ESTIMULO

= Via sensitiva — interneurona = Via Motora

RESPUESTA
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Interneurona

Sustancia Gris

Ganglio Raquideo

Tend6n
Msculo Cuadriceps | Rotuliano

(efector) 1 ”

T

Fig 1.4 Motoneurona

Cada motoneurona se conecta con neuronas intercalares ( o internunciales) cuyo nimero
puede variar entre 3.000 y 5.000 neuronas, antes de llegar al sector motor, lo que
permite una gama extraordinaria de circuitos y conexiones, que puede derivar en
eventos facilitadores o inhibidores, en sumaciones espaciales o temporales, en
participacion de varios centros a diferentes niveles del Sistema Nervioso Central (

SNC), ete. (1)

1.1.3 Contractilidad Muscular

1.1.3.1. Mecanismo General de la Contraccion Muscular
El comienzo y la ejecucion de la contraccion muscular se producen siguiendo las
siguientes etapas:

Un potencial de accion viaja por un nervio motor hasta el final del mismo en las fibras

musculares.
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En cada extremo, el nervio segrega una pequefia cantidad de neurotransmisor: la

acetilcolina.

La acetilcolina actiia localmente, en una zona de la membrana de la fibra muscular
abriendo multiples canales para iones sodio compuerta operada por acetilcolina.

La apertura de esos canales permite la entrada a la fibra muscular de grandes
cantidades de iones sodio, en el punto correspondiente a la terminal nerviosa. De esta
forma comienza un potencial de accion en la fibra muscular. Ese potencial de accion
se desplaza a lo largo de la membrana de la fibra muscular, igual que sucede con los

potenciales de accion en las membranas de los nervios.

El potencial de accion despolariza la membrana de la fibra muscular y también viaja a
su interior. Aqui provoca la liberacion, desde el reticulo endoplasmico hacia las
miofibrillas, de grandes cantidades de iones calcio que se hallaban almacenados en el

reticulo.

Los iones calcio inician fuerzas de atraccion entre los filamentos de actina y miosina,

haciendo que se deslicen juntos: €ste es el proceso de contraccion. (2-4)

Una fraccion de segundo después, se bombean los iones calcio hacia el reticulo
sarcoplasmico, donde permanecen almacenados hasta que llegue un nuevo potencial

de accidn:
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1.1.3.2 Mecanismo Molecular de 1la Contraccion Muscular

La figura siguiente ( Fig. 1.5) ilustra el mecanismo basico de la contraccion muscular.

Se observa una sarcémera en estado relajado (arriba) y en contraccion (abajo):

CapZ
Titina
Disco Z

Cabeza
de miosina

Relajacion Cola de
miosina

Contraccion Filamgnto
de actina

Linea M

Fig 1.5 Sarcomera en relajacion y contraccion

En estado relajado, los extremos de los filamentos de actina que derivan de dos discos
Sucesivos apenas se solapan entre si, mientras que si se superponen completamente a
los de miosina. Por otra parte, cuando estan en contraccion, los filamentos de actina se
han desplazado entre los de miosina, de forma que ahora se solapan entre si en mayor
grado. Ademas, los filamentos de actina han tirado de los discos Z hacia los extremos

de la miosina. De hecho, los filamentos de actina pueden ser atraidos juntos tan
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intensamente que los extremos de los filamentos de miosina llegan a arquearse durante
una contraccion muy intensa. Asi pues, la contraccion muscular tiene lugar por un
mecanismo de deslizamiento de filamentos. (5)

Pero, ;qué es lo que hace que los filamentos de actina se deslicen hacia dentro entre
los filamentos de miosina? La respuesta es que se trata de fuerzas mecanicas
generadas por la interaccion de los puentes cruzados entre los filamentos de actina y
miosina. En condiciones de reposo, estas fuerzas se hallan inhibidas, pero cuando un
potencial de accion viaja por la fibra muscular se produce la liberacion de gran
cantidad de iones calcio hacia el sarcoplasma que bafia las miofibrillas. A su vez, los
iones calcio activan las fuerzas entre los filamentos y la contraccion comienza.
También es preciso que exista energia para el proceso contractil: se obtiene de los
enlaces de alta energia del ATP, que se degrada a adenosina difosfato (ADP) para
liberar la energia necesaria.

1.1.3.3 Caracteristicas moleculares de los filamentos contréctiles

-El Filamento de Miosina

El filamento de miosina estad formado por multiples moléculas de miosina, cada una
con una masa molecular de 480000. En las figuras 1.2 y 1.3 se muestra una molécula
aislada y también la organizacion de las moléculas para formar un filamento de
miosina , asi como su interaccion con dos filamentos de actina.

La molécula de miosina esta constituida por ocho cadenas polipeptidicas: dos de ellas
son dos cadenas pesadas, cuya masa molecular es de 200000, que forman la llamada
cola de la molécula formando una espiral doble entre ellas. Las otras cuatro cadenas
son cadenas ligeras, de masa molecular 20000, que constituyen las dos cabezas de la
molécula formando dos espirales dobles dos a dos. Esta disposicion se ve claramente

en la parte superior de la figura anterior.
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El filamento de miosina estd formado por 200 moléculas individuales de miosina,
constituyéndose de la siguiente manera. Las colas de las moléculas de miosina se
agrupan entre si para formar el cuerpo de la molécula. De este cuerpo sobresale una
parte pequeia de la cola y las dos cabezas de la molécula, formando lo que se
denomina, en conjunto puente cruzado. Esto puentes son flexibles en dos puntos: el
primeros es el lugar donde deja de formar parte del cuerpo del filamento, brazo, y el
segundo es donde se subdivide en las dos cabezas. Estos puntos articulados se conocen
como bisagras, que permiten la aproximacion o alejamiento de las cabezas del cuerpo
de la molécula. Esta articulacion incluso forma parte de la contraccion.

Otro aspecto importante de la cabeza de miosina es que puede funcionar como enzima
ATPasa, esta propiedad le permitira desdoblar el ATP y emplear la energia derivada del
fosfato de alta energia del mismo para su consumo en el proceso de contraccion. (6)

-El Filamento de Actina

El filamento de actina también es complejo. Esta constituido por tres componentes
diferentes: actina, tropomiosina y troponina.

La columna vertebral del filamento de actina una molécula de proteina actina F de
cadena doble, que corresponde a las dos tiras de tono claro de la figura anterior. Los
filamentos estan enrollados en una espiral, de igual forma que la molécula de miosina,
pero con una revolucién completa cada 70 nanémetros.

Cada banda de la hélice doble de actina F esta formada por moléculas polimerizadas de
actina G. Hay aproximadamente 13 de estas moléculas en cada revolucion de cada
banda de la hélice, y existe una molécula de ADP unida a cada una de estas moléculas

de actina G. Estas moléculas son los sitios activos de los filamentos de actina, donde los
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puentes cruzados de los filamentos de miosina intervienen para provocar la contraccion
muscular. Estas zonas activas son regulares, habiendo una cada 2.7 nanometros.

Cada filamento de actina tiene una longitud de 2.7 micras. Las bases de estos filamentos
de hallan fuertemente encajadas en los discos Z, mientras sus otros extremos se sitiian
entre los filamentos de miosina, en los sarcomeros, como se veia en la anterior figura de
varios sarcomeros. (7)

-Moléculas de Tropomiosina.

La tropomiosina es otra proteina constituyente del filamento de actina, cada una de estas
moléculas tiene una masa molecular de 70000 y una longitud de 70 nanometros. Estas
moléculas se unen laxamente con las bandas de actina F, y se disponen en espiral a los
lados de la hélice de actina F. En estado de reposo estas ocultan los sitios activos, de
forma que no puedan reaccionar con los filamentos de miosina para desencadenar una
contraccion. Cada molécula de tropomiosina oculta unos siete de estos sitios activos.

-Troponina y su papel en la contraccion muscular.

Unida a la vecindad en uno de los extremos de la molécula de tropomiosina se halla otra
proteina, la troponina. Se trata, realmente, de un complejo de tres subunidades proteicas
unidas laxamente que desempefan, cada una de ellas, un papel especifico en el control
de la contraccion muscular. Una de las subunidades (troponina I) presenta fuerte
afinidad por la actina; otra (troponina T) por la tropomiosina; y la tercera (troponina C)

por los iones calcio.

La fuerte afinidad de la troponina C por estos iones inicia el proceso de contraccion,

como veremos a continuacion.
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1-Interaccion de Miosina, Filamentos de Actina e Iones Calcio para Producir la

Contraccion

2-Inhibicion del filamento de actina por el complejo troponina-tropomiosina;

activacion por iones calcio.

Un filamento puro de actina, se une fuertemente a las moléculas de miosina en
presencia de iones magnesio y ATP, que son abundantes en la miofibrilla. Sin embargo
si afiade complejo de troponina-tropomiosina, al filamento de actina, esa unioén no tiene
lugar. Por tanto, se cree que los sitios activos del filamento de actina son escondidos
fisicamente por dicho complejo. En consecuencia, si no se anula el efecto del complejo
de troponina-tropomiosina, los filamentos de actina y miosina no se podran unir, y, por
consiguiente, tampoco podra haber contracciéon muscular. (8-10)

Es ahora cuando los iones calcio cobran su verdadera importancia. En su presencia,
desaparece el efecto inhibidor del complejo de troponina-tropomiosina sobre los
filamentos de actina. No hay una teoria segura sobre esto, pero se cree que puede ser
algo como lo siguiente:

Cuando los 1ones calcio se combinan con troponina C (pueden juntarse hasta cuatro) se
supone que el complejo de troponina sufre un cambio de conformacion que de alguna,
manera dobla la banda de tropomiosina y la desplaza a una region mas profunda, al
surco situado entre dos bandas de actina. De este modo deja al descubierto los sitios
activos del filamento de actina, y por tanto se produce la contraccion. Aunque tan solo
es una hipotesis, si se sabe que la relacion normal del filamento de actina con el

complejo troponina-tropomiosina se altera debido a la accion de los iones calcio.
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3-Interaccion entre el filamento ‘“activado” de actina y los puentes cruzados de

miosina: la teoria de la “cremallera’” de la contraccion.

Tan pronto como sucede la activacion del filamento de actina, por los iones calcio, las
cabezas de los puentes de miosina son atraidas hacia los sitios activos del filamento de
miosina, lo que provoca la contraccidon muscular. Aunque se desconoce de manera
exacta la manera en que esta interaccion produce la contraccion, existe una hipotesis
que tiene bastantes pruebas a favor, denominada teoria de la “cremallera” de la

contraccion.

La siguiente figura (Fig 1.6) ilustra el mecanismo enunciado por esta teoria:

Miofilamentos

Fig.1.6. Molécula miosina

Aqui se muestra las cabezas de dos puentes cruzados que se unen a, y se separan de, los
sitios activos de un filamento de actina. Se ha postulado que la union de la cabeza a un
sitio activo causa simultaneamente cambios profundos en las fuerzas intramoleculares

en la cabeza y el brazo del puente cruzado. La nueva alineacion de las fuerzas
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determinaria que la cabeza se inclinara hacia el brazo, arrastrando con ella al filamento
de actina. Esta inclinacion de la cabeza se denomina “impulso de fuerza”. A
continuacion, inmediatamente después de la inclinacion, la cabeza se separaria
automaticamente del sitio activo y regresaria a su direccion perpendicular normal. En
esta posicion se combinaria con un nuevo sitio de actina mas alejado. Luego tendria
lugar una nueva inclinacion similar para producir otro impulso de fuerza y el filamento
de actina se desplazaria una vez mas. De esta forma los puentes cruzados irian tirando
del filamento de actina hasta el centro del de miosina. (11-13)

Se piensa que cada puente cruzado actia de una manera independiente y aleatoria pero
continua. Asi que, en teoria, a mayor nimero de puentes cruzados mayor es la fuerza de

contraccion.

4-ATP como fuente de energia para la contraccion: acontecimientos quimicos durante

el movimiento de las cabezas de miosina.

Cuando un musculo se contrae contra una carga, se efectia un trabajo y se necesita
energia. Durante el proceso de contraccion se utilizan grandes cantidades de ATP, que
producen ADP. Ademads, a mayor trabajo realizado por el musculo, mayor cantidad de
ATP usado (efecto Fenn). Este proceso se desconoce también exactamente, pero, de
acuerdo con la teoria de la “cremallera” de la contraccion, se ha sugerido el siguiente
mecanismo para explicar el proceso:

Antes del comienzo de la contraccion las cabezas de los puentes cruzados se unen con
ATP, que se desdobla en ADP y Pi, que quedan unidos a la cabeza. En este estado la
cabeza se extiende totalmente formando un angulo de 90 grados con respecto al

filamento de actina, pero sin tocarlo.
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Cuando los 1ones calcio anulan el efecto del complejo troponina-tropomiosina, dejando
al descubierto los sitios activos del filamento de actina estos se unen con las cabezas de

los puentes cruzados.

Esta union produce un cambio de conformacion en la cabeza del puente cruzado
inclinandola hacia atras en direccion al brazo. Esto da el impulso necesario para tirar del
filamento de actina. La energia que activa este proceso estaba ya almacenada en la
cabeza del puente cruzado, puesto que al desdoblar la molécula de ATP la cabeza sufrio
un cambio de conformacion.

Una vez se inclina la cabeza del puente cruzado, se liberan las moléculas de ADP y Pi.
Esta liberacion hace que una molécula de ATP se vuelva a unir a la cabeza del puente
cruzado, lo que hace que se suelte del sitio activo del filamento de actina.

Cuando se desprende de la actina, la molécula de ATP se vuelve a desdoblar de nuevo,
haciendo que la cabeza se vuelva a enderezar, quedando dispuesta para un nuevo
impulso de fuerza.

A continuacién se une a un nuevo sitio de actina y se vuelve a “desenderezar”,
proporcionando un nuevo impulso de fuerza.

Este proceso se repetira hasta que el filamento de actina tire de la membrana Z hasta los
extremos del filamento de miosina o la carga del musculo sea demasiado grande para

poder tirar mas. (14)

5-Grado de Solapamiento de los Filamentos de Actina y Miosina: Efecto sobre la

Tension Desarrollada por el Musculo en Contraccion

El efecto de la longitud de la sarcomera y del solapamiento de los filamentos de actina y

miosina sobre la tension activa desarrollada por una fibra muscular en contraccion.
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En el punto D, el filamento de actina ha ejercido toda la traccion hasta el final del
filamento de miosina, sin superposicion alguna. En este caso la tension desarrollada por
el musculo activado es nula. Cuando la sarcomera se acorta y el filamento de actina se
superpone cada vez mas al de miosina, la tensidon aumenta progresivamente, hasta que la
longitud de la sarcomera disminuye a unas 2'2 micras. En este momento, el filamento de
actina estd superpuesto ya a todos los puentes cruzados del filamento de miosina, pero
todavia no ha alcanzado el centro de éste. Cuando aumenta el acortamiento, la
sarcomera conserva plena tension hasta punto B, siendo entonces su longitud de 2'0
micras. Ahora es cuando los extremos de los dos filamentos de actina comienzan a
superponerse. En el momento en que la longitud de la sarcomera se reduce hasta
aproximadamente 1'65 micras, la fuerza de contraccion disminuye. Es en este punto
donde las dos membranas Z de la sarcomera tocan los extremos de los filamentos de
miosina. Después, cuando la contraccion acorta todavia mas las sarcOmeras, los
extremos de los filamentos de miosina se encogen, pero también disminuye
gradualmente la tension.

Este esquema demuestra que la contraccion maxima sucede cuando hay méxima
superposicion entre los sitios activos del filamento de actina y los puentes cruzados del
filamento de miosina. Esto confirma la idea de que a cuando mayor sea el numero de

puentes cruzados mayor sera la fuerza de la contraccion (15,16)

6-Relacion entre Velocidad de Contraccion y Carga

Un musculo contrae con mucha rapidez cuando la carga es nula, estando en promedio
en 0,1 segundos. No obstante cuando se aplican cargas la velocidad de contraccion

disminuye, siendo cada vez mas lenta cuanto mas grande sea la carga. Cuando la carga
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se iguala a la tension que el musculo puede soportar, la velocidad se hace cero, esto

quiere decir que, a pesar de estar el musculo activado, no hay contraccion.

7-Energética de la Contraccion Muscular

Como ya hemos dicho, la contraccion muscular depende de la energia suministrada por
el ATP. La mayor parte de esta energia se destina al efecto cremallera, pero también se
necesitan pequefias cantidades para:

Bombear calcio desde el sarcoplasma hacia el reticulo sarcopldsmico cuando la

contraccion finaliza.

Bombear iones de sodio y potasio a través de la membrana de la fibra muscular,
manteniendo el ambiente i6nico adecuado para la propagacion de los potenciales de
accion.

Todo este proceso, hace que las necesidades de energia del musculo sean muy elevadas.
La concentracion de ATP presente en una fibra muscular s6lo mantiene a un musculo
funcionado 1 6 2 segundos solamente. Este problema se soluciona refosforilando el
ADP y convirtiéndolo de nuevo en ATP. Existen tres métodos para solucionar este
problema:

La Fosfocreatina: Esta contiene un enlace fosfato de alta energia similar al del ATP. La
fosfocreatina se desdobla instantineamente y la energia liberada se usa para unir un
fosfato al ADP, reconstruyendo el ATP. Este método no puede mantener la contraccion
mas alla de 7 u 8 segundos.

El Glucogeno: Este esta almacenado en las células musculares. Se degrada rapidamente
y libera energia, que se puede usar directamente en la contraccion muscular o para

reconstituir fosfocreatina. Dos caracteristicas de este método son que no requiere
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oxigeno y su gran velocidad. La acumulacion de residuos no permite que el uso de esta
forma de energia se extienda mas de un minuto.

El metabolismo oxidativo: en este método se combinan varios substratos alimenticios
para liberar ATP. El 95% de la energia en procesos largos proviene de esta fuente, que
puede llegar a mantenerlos durante varias horas utilizando glacidos ,proteinas vy,
principalmente, lipidos. (17)

En el siguiente punto desarrollaremos mas ampliamente el metabolismo oxidativo de los

hidratos de carbono.

1.2. METABOLISMO CELULAR DE LOS HIDRATOS DE CARBONO

El metabolismo energético estd constituido por un conjunto de reacciones bioquimicas y

procesos fisicoquimicos que ocurren en la célula.

1.2.1. Glucolisis
Entre estos complejos procesos interrelacionados, la glucolisis constituye la principal
fuente de energia celular a través de la oxidacion de la glucosa en el citosol (Fig. 1.7).

Esta ruta universal consta de diez reacciones agrupadas en dos fases(18):
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Figura 1.7. Esquema de las diez reacciones que constituyen la via glucolitica, con los

sustratos, productos y enzimas catalizadoras. Fuente: www.wikipedia.es.

1. Fase de gasto o aporte energético

* Reaccion 1. Fosforilacion de la glucosa. El primer paso de la glucolisis consiste en la
activacion de la glucosa mediante la transferencia de un grupo fosfato del ATP por la
enzima hexoquinasa. Como consecuencia se forma la glucosa-6-fosfato (G6P).

* Reaccion 2. Isomerizacion de la glucosa-6-fosfato. En esta fase la G6P se isomeriza
a fructosa-6-fosfato (F6P) mediante una reaccion de cuatro pasos, que implica la
apertura del anillo de 1a G6P y posterior ciclado en la forma furanosa (F6P).

* Reaccion 3. Fosforilacion de la fructosa-6-fosfato. La fosfofructoquinasa-1 fosforila
el carbono 1 de la FO6P (obteniendo la fructosa 1,6-bifosfato), constituyendo éste el

principal punto de control de la glucolisis debido a su irreversibilidad.
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* Reaccion 4. Fragmentacion de la fructosa 1,6-bifosfato. Una enzima clave en la via
glucolitica es la fructosa 1,6-bifosfato aldolasa, que escinde la fructosa 1,6-bifosfato en
dos triosas fosfato: la dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) y el gliceradehido-3-fosfato
(G3P).

* Reaccion 5. Isomerizacion de la dihidroxiacetona-fosfato. Otra enzima fundamental
en el proceso de la glucolisis es la implicada en esta reaccion: la triosa fosfato isomerasa
(TPI). La TPI representa un importante papel en la produccion de energia por la célula.

Su funciodn es isomerizar la DHAP en otra molécula de G3P.

2. Fase de obtencion de energia

* Reaccion 6. Oxidacion y fosforilacion del D-gliceraldehido-3-fosfato. Esta reaccion
es catalizada por la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, oxidando el G3P
mediante la utilizacion de NAD+ para afiadir un ion fosfato a la molécula y obteniendo
el 1,3-bifosfoglicerato.

* Reaccion 7. Cesion de un grupo fosfato del 1,3-bifosfoglicerato al ADP. En este
paso la enzima fosfoglicerato quinasa transfiere el grupo fosfato  del 1,3-
bifosfoglicerato a una molécula de ADP, generando asi la primera molécula de ATP de
la via (y el 3-fosfoglicerato).

* Reaccion 8. Isomerizacion del 3-fosfoglicerato. La enzima fosfoglicerato mutasa
isomeriza el 3-fosfoglicerato procedente de la reaccion anterior, dando el 2-
fosfoglicerato.

* Reaccion 9. Deshidratacion del 2-fosfoglicerato. En este paso se produce una
pérdida de una molécula de agua del 2-fosfoglicerato para dar lugar al acido

fosfoenolpirtuvico (PEP). La enzima encargada de catalizar esta reaccion es la enolasa.
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* Reaccion 10. Cesion de un grupo fosfato al ADP. La ultima reaccion de la glucolisis
es catalizada por la piruvato quinasa y da lugar al piruvato por la cesion de un grupo

fosfato del PEP al ADP.

El anion piruvato es un compuesto organico clave en el metabolismo energético y puede
seguir dos caminos: 1, si hay suficiente suministro de oxigeno, el 4cido piravico es
descarboxilado en la matriz de la mitocondria por el complejo enzimatico piruvato
deshidrogenasa rindiendo CO2 y acetil coenzima A, que es el inicio del ciclo de Krebs y
la fosforilacion oxidativa; 2, si no hay suficiente cantidad de oxigeno disponible, el
piruvato sigue una ruta anaerobica, la fermentacion, que culmina en la produccion de
acido lactico.

En el proceso metabolico de obtencion de energia mediante la fosforilacion oxidativa
adquiere gran importancia el complejo ATP sintasa, situado en la cara interna de la
membrana interna de las mitocondrias. Su funcion fundamental es la de sintetizar ATP a
partir del ADP y un grupo fosfato y de la energia suministrada por un flujo de protones
(H+). Esta enzima esta formada por dos principales complejos, el FO y el F1. A su vez,
el complejo F1 estd formado por tres dimeros aff. La mayor parte del sitio catalitico

reside en la cadena B31.

1.2.2 Ciclo de Krebs

En las células aerobias distintas vias catabolicas convergen en el ciclo de Krebs
El ciclo de Krebs (de los acidos tricarboxilicos o del acido citrico) es una via metabolica
presente en todas las células aerobias, es decir, las que utilizan oxigeno como aceptor

final de electrones en la respiracion celular. En los organismos aerobios las rutas
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metabolicas responsables de la degradacion de los glacidos, 4acidos grasos y
aminoacidos convergen en el ciclo de Krebs, que a su vez aporta poder reductor a la

cadena respiratoria y libera CO2 .

El catabolismo oxidativo de glicidos, acidos grasos y aminoacidos puede dividirse en

tres etapas, de las cuales el ciclo de Krebs es la segunda.

En la primera etapa, que incluye a las vias catabolicas de acidos grasos y a la glucolisis
se genera acetil-CoA (2C). Los aminoacidos pueden dar indirectamente acetil CoA , o

directamente intermediarios del ciclo de Krebs.

En la tercera etapa el poder reductor aportado por el ciclo de Krebs es drenado hasta el
oxigeno a través de los transportadores de cadena respiratoria (NADH.H, FADH2, CoQ
y citocromos) y parte de la energia liberada se emplea en la sintesis de ATP por

fosforilacidon oxidativa.

El ciclo de Krebs es una ruta anfibolica: participa en procesos catabdlicos y anabolicos.
El ciclo proporciona a-cetoglutarato y oxalacetato para la sintesis de glutamato y

aspartato respectivamente, entre otras moléculas fundamentales para la célula. ( Figl.8.)
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Figl.8. Resumen del ciclo de Krebs. Cortesia M. Delgado.

La acetil-CoA generada por los diferentes catabolismos se condensa con el oxalacetato
y genera citrato. A través de 7 reacciones de oxidacion y descarboxilacion sucesivas se
regenera oxalacetato, capaz de iniciar un nuevo ciclo.

* Reaccion 1: condensacion del oxalacetato con la acetil CoA. La enzima
citrato sintasa condensa a la acetil-CoA (2C) con el oxalacetato (4C) para dar
una molécula de citrato (6C). Como consecuencia de esta condensacion se
libera la coenzima A (HSCoA). La reaccion es fuertemente exergonica: es
irreversible.

* Reaccion 2: isomerizacion del citrato a isocitrato. La isomerizacion del

citrato en isocitrato ocurre por dos reacciones, que se resumen en una.
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Reaccion 3: oxidacion y decarboxilacion del isocitrato. El isocitrato es
sustrato de la isocitrato deshidrogenasa, enzima que tiene como cofactor un
NAD, que forma parte de la cadena respiratoria. En la reaccion 3 se resumen
dos reacciones a partir de las cuales el isocitrato forma a-cetoglutarato (5C).
Para lograr ese producto ocurre una decarboxilacion, es decir la iberacion de
una molécula de CO2, y la reduccion de un NAD que permite la formacion de
3 ATP.

Reaccion 4: el a-cetoglutarato se transforma en succinil-CoA. Este paso
implica la segunda decarboxilacion oxidativa, catalizada por la a-cetoglutarato
deshidrogenasa, que lleva a la formacion de succinil-CoA (4C). El NAD es la
coenzima de la deshidrogenasa, de manera que se formaran 3 ATP como
consecuencia de la actividad de cadena respiratoria.

Reaccion 5: la succinil-CoA rinde succinato y GTP. La succinil-CoA, es un
tioéster de alta energia con un DG°f de hidrélisis de -33.5 KlJ.mol-1
aproximadamente. La energia liberada por la ruptura de ese enlace se utiliza
para generar un enlace fosfoanhidro entre un fosfato y un GDP para dar 1GTP
por fosforilacion a nivel de sustrato. En la reaccion se libera HSCoA.

Reaccion 6: el succinato se transforma en fumarato. El succinato es
oxidado a fumarato por la succinato deshidrogenasa, enzima que tiene como
cofactor al FAD: se producen 2ATP en la cadena respiratoria. La enzima usa
FAD porque la energia asociada a la reaccion no es suficiente para reducir al
NAD.

Reaccion 7: el fumarato se hidrata y genera malato. La fumarasa cataliza la
adicion de agua, es decir la hidratacion del fumarato. El producto de la

reaccion es el malato.
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* Reaccion 8: el malato se oxida a oxalacetato. Dada la naturaleza ciclica de la
via, las reacciones en su conjunto conducen a la regeneracion del oxalacetato.
La malato deshidrogenasa cataliza la oxidacion del malato a oxalacetato, con la

reduccion de un NAD: se forman 3 ATP en la cadena respiratoria. ( Fig 1.9)

La regulacion del ciclo hace posible la produccion de moléculas de acuerdo a las
necesidades celulares, y asegura que no ocurra sobre o sub produccion en un momento
dado. La regulacion del ciclo se da en diferentes puntos, porque puede alimentarse o
ser abastecido a través de cualquiera de sus intermediarios. La regulacion es compleja
en comparacion con la de vias catabolicas como la glucdlisis, y se consideraran
situaciones de regulacion relacionadas al estado energético celular. La regulacion de
las enzimas es por modulacion alostérica, por modificacion covalente y por
acumulacion de productos. La “logica” de la regulacion se rige principalmente por la
relacion ATP/ADP y NADH.H/NAD, asi como por las concentraciones de algunos
intermediarios del ciclo. Las relaciones entre ATP/ADP y NADH.H/NAD estan
relacionadas entre si a través de la fosforilacion oxidativa que ocurre en la cadena

respiratoria y ambas son sefiales del estado energético de la célula.
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Fig.1.9 Resumen reacciones Ciclo de Krebs

1.2.3 Via anaerobia. Formacién de Lactato.

Cuando la cantidad de oxigeno disponible para la célula es limitada, como ocurre en el

musculo durante la actividad intensa, el NADH generado durante la glucélisis no puede

reoxidarse a tasas comparables en las mitocondrias y con la finalidad de mantener la

homeostasis, el piruvato es entonces reducido por el NADH para formar lactato,

reaccion catalizada por la lactato deshidrogenasa. Esta desviacion metabdlica del

piruvato mantiene a la glucoélisis operativa bajo condiciones anaerdbicas. La reaccion

global de la conversion de glucosa a lactato es:
Glucosa + 2Pi + 2ADP  — 2 lactato +2 ATP + 2 H20

Lactato DH
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1.3. ISQUEMIA CRONICA DE MIEMBROS INFERIORES

1.3.1 Epidemiologia

La enfermedad arterial periférica (EAP) afecta a un 15-20% de los sujetos mayores de
70 anos(19-21), si bien es probable que su prevalencia sea ain mayor si analizamos a
los sujetos asintomadticos. La prueba diagnostica realizada en mayor medida para
analizar a la poblacion asintomdtica es el indice tobillo-brazo (ITB). En sujetos
sintomaticos, el ITB < 0,9 tiene una sensibilidad > 95% y una especificidad proxima al
100% en comparacion con la arteriografia(22) Cuando se compara a enfermos con EAP
con controles de igual edad, la incidencia de mortalidad cardiovascular es del 0,5% en
controles y del 2,5% en los pacientes con EAP. Ademads, en los pacientes con
enfermedad coronaria conocida, la presencia de EAP eleva el riesgo de muerte un 25%
con respecto a los controles. Por todo esto es importante la busqueda de la EAP incluso
en pacientes asintomaticos, para controlar precozmente los factores de riesgo y reducir

la mortalidad(23).

1.3.2 Factores de riesgo cardiovascular v enfermedad arterial periférica

Los denominados factores de riesgo mayores son los que han sido determinados a partir
de grandes estudios epidemiologicos y son concordantes con los factores de riesgo para
enfermedad cerebrovascular y cardiopatia isquémica. Algunos estudios han confirmado
que los factores de riesgo mayores (diabetes, hipertension, tabaquismo e hiperlipemia)

estan implicados en un 80-90% de las enfermedades cardiovasculares(23,24)
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Sexo

La prevalencia de la EAP, tanto sintomatica como asintomadtica, es mayor en varones
que en mujeres, sobre todo en la poblacion més joven, ya que en edades muy avanzadas
practicamente no se alcanzan diferencias entre ambos grupos. Ademas, la prevalencia

en los varones es mayor en los grados de afectacion mas severa (isquemia critica).

Edad
Es el principal marcador de riesgo de EAP. Se estima que la prevalencia de claudicacion
intermitente en el grupo de 60-65 afios es del 35%. Sin embargo, en la poblacion 10

afios mayor (70-75 afios), la prevalencia se incrementa hasta alcanzar un 70%.

Tabaco

En algunos estudios se ha encontrado una asociacion mas fuerte entre el abuso de
tabaco y la EAP que entre el abuso de tabaco y la cardiopatia isquémica. Ademas, los
fumadores mas severos no sélo tienen un mayor riesgo de EAP, sino que presentan las
formas mas graves que ocasionan isquemia critica(25-27). El abandono del tabaco se ha
acompanado de una reduccion en el riesgo de EAP(28) y se ha comprobado que, aunque
el riesgo de experimentar EAP en ex fumadores es 7 veces mayor que en no fumadores,
en los fumadores activos es 16 veces mas elevado(28). Por otra parte, la permeabilidad
tanto de los injertos de derivacion aortocoronaria venosos como de los protésicos se
reduce en pacientes fumadores. La tasa de amputaciones y la mortalidad también son

mayores en sujetos fumadores(25).
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Diabetes

La diabetes es un factor de riesgo no sélo cualitativo, sino cuantitativo, ya que por cada
aumento del 1% de la hemoglobina glucosilada se produce un incremento del 25% en el
riesgo de EAP(29). La afectacion de vasos distales de las extremidades es tipica y, junto
con la microangiopatia y la neuropatia, que implican una mala respuesta a la infeccion y
un trastorno especifico de la cicatrizacion, condicionan un riesgo de amputacion hasta
10 veces superior al de los pacientes no diabéticos. Cabe destacar que en los pacientes
diabéticos pueden obtenerse valores anormalmente altos de presion en el tobillo y, por

tanto, falsos negativos en la valoracion del ITB.

Hipertension
Su importancia como factor de riesgo es inferior a la diabetes o el tabaquismo. No
obstante, se considera que el riesgo de EAP es el doble en los pacientes hipertensos que

en los controles.

Dislipemia

En varios estudios epidemiologicos se ha demostrado que la elevacion del colesterol
total y el colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (cLDL) y el descenso del
colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (cHDL) se asocian con una mayor
mortalidad cardiovascular. Factores de riesgo independientes para el desarrollo de EAP
son el colesterol total, el cLDL, los triglicéridos y la lipoproteina (a). En el estudio de
Framingham se comprob6 que el cociente colesterol total/cHDL fue el mejor predictor
de EAP. Se ha comprobado que el tratamiento de la hiperlipemia reduce la progresion

de la EAP y el desarrollo de isquemia critica.
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Hiperhomocisteinemia

Las alteraciones en el metabolismo de la homocisteina constituyen un importante riesgo
de arterosclerosis y, en especial, de EAP(30). Hasta un 30% de los pacientes jovenes
con EAP presenta hiperhomocisteinemia. El mecanismo de accion podria ser doble: por
una parte, promover la oxidacion del cLDL y, por otra, inhibir la sintesis de 6xido

nitrico.

Marcadores inflamatorios

Los valores de proteina C reactiva (PCR) en los pacientes con EAP establecida se han
mostrado como un marcador de riesgo de futuros eventos cardiovasculares. El riesgo de
infarto de miocardio durante el seguimiento de los pacientes con EAP avanzada
susceptibles de tratamiento quirurgico parece estar condicionado por los valores
elevados de PCR prequirtirgicos, con independencia de la presencia de los factores
clasicamente considerados de riesgo cardiovascular o del antecedente clinico de
cardiopatia isquémica(31). Los valores de fibrindgeno y las alteraciones en las
propiedades hemorreologicas de la sangre también se han asociado con una mayor
prevalencia de arteriopatia periférica. Algunos estudios han mostrado que las
concentraciones elevadas de fibrindgeno condicionan una alteracion de la
microcirculacion que se asocia con una clinica mas acusada de claudicacion

intermitente.

1.3.3 Fisiopatologia

Se entiende como isquemia arterial periférica al conjunto de cuadros sindromicos,
agudos o cronicos, generalmente derivados de la presencia de una enfermedad arterial

oclusiva, que condiciona un insuficiente flujo sanguineo a las extremidades. En la gran
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mayoria de las ocasiones, el proceso patologico subyacente es la enfermedad
arteriosclerética, y afecta preferentemente a la vascularizacion de las extremidades
inferiores, por lo que nos referiremos a esta localizacion.

Desde el punto de vista fisiopatologico, la isquemia de los miembros inferiores puede
clasificarse en funcional y critica. La isquemia funcional ocurre cuando el flujo
sanguineo es normal en reposo pero insuficiente durante el ejercicio, manifestandose
clinicamente como claudicacion intermitente. La isquemia critica se produce cuando la
reduccion del flujo sanguineo ocasiona un déficit de perfusion en reposo y se define por
la presencia de dolor en reposo o lesiones troficas en la extremidad. En estas
circunstancias, el diagndstico preciso es fundamental, ya que hay un claro riesgo de
pérdida de extremidad si no se restablece un flujo sanguineo adecuado, mediante cirugia
o tratamiento endovascular. Diferenciar ambos conceptos es importante para establecer
la indicacidn terapéutica y el prondstico de los pacientes con EAP.

El grado de afectacion clinica dependera de dos factores: la evolucidon cronoldgica del
proceso (agudo o cronico) y la localizacion y la extension de la enfermedad (afectacion

de uno o varios sectores).

Evolucion cronologica

El mecanismo fisopatoldgico por el que se desarrolla la isquemia arterial se basa en la
presencia de estenosis arteriales que progresan en su historia natural hasta provocar una
oclusion arterial completa. Ello se traduce en un mayor o menor grado de desarrollo de
las vias colaterales de suplencia. Cuando el desajuste entre las necesidades de los tejidos
periféricos y el aporte de sangre se produce de manera mas o menos abrupta (placa de
alto riesgo), estaremos ante un cuadro de isquemia aguda de origen trombdtico. Se han

podido detectar diferencias en el comportamiento de la placa ateromatosa en relacion
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con la localizacion anatomica. Las placas de alto riesgo de las arterias de las
extremidades inferiores son muy estenoéticas y fibrosas(32). Dicha estenosis, asociada
con un estado de hipercoagulabilidad, contribuye de manera decisiva al desarrollo de
eventos agudos. Este tipo de placas contrasta claramente con las lesiones presentes en
las arterias coronarias, que con frecuencia estdn compuestas por un gran nucleo lipidico
extracelular y un gran niimero de células espumosas, recubierto por una fina cubierta
fibrosa susceptible de rotura(33). En esta situacion, la vulnerabilidad de la placa en los
puntos mas fragiles (mayor nimero de células espumosas y capa fibrosa mas delgada)
es la causa de los eventos agudos.

Cuando se produce la rotura de la placa, tiene lugar una trombosis que oblitera la luz
vascular, desencadenando los cuadros agudos. Debido a que, con frecuencia, antes de la
rotura de la placa se ha neoformado circulacion colateral, la clinica de la isquemia
aguda es mejor tolerada que la que acontece cuando el cuadro de base de la isquemia

aguda es de origen embolico.

Extension de la enfermedad

La manifestacion clinica de la EAP dependera de manera decisiva del niumero de
territorios afectados. Es frecuente que los sujetos con una vida sedentaria y afectacion
arterial en una unica zona estén asintomaticos u oligosintomaticos. El lado contrario del
espectro estaria formado por los individuos que presentan una enfermedad en varias

localizaciones, en los que es frecuente la isquemia critica.

Correlacion fisiopatologica-evolucion de la enfermedad

En la mayoria de las ocasiones, la evolucion clinica de la EAP es bastante estable

debido al desarrollo de circulacion colateral, a la adaptacion metabolica de las masas
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musculares implicadas y al uso, muchas veces inconsciente, de grupos musculares no
isquémicos. Se estima que s6lo un 25% de los pacientes con claudicacién experimentara
un empeoramiento y evolucionara hacia la isquemia critica, lo que suele ocurrir con mas
frecuencia después del primer afio de diagnostico(34). Si se excluye a los pacientes
diabéticos, aun es menos frecuente que la EAP condicione la pérdida de la extremidad.
En el estudio de Framingham (35) se encontré que menos de un 2% de los pacientes con
EAP requirieron una amputacion mayor. En pacientes con claudicacién, el mejor
predictor de progresion de enfermedad es el ITB. Los pacientes con un ITB < 0,5 tienen
un riesgo dos veces superior de precisar una cirugia de revascularizacion o una
amputacion mayor, frente a los pacientes con ITB > 0,5. La presion arterial sistolica
(PAS) medida en el tobillo también es un factor predictivo de progresion de la
enfermedad que es mayor para los pacientes con valores < 50 mmHg. Sin embargo, hay
que resefiar que los pacientes con diabetes, por su elevada prevalencia de calcificacion
en los vasos distales, pueden presentar valores de PAS anormalmente elevados en la
zona maleolar, con indices incluso superiores a la unidad en presencia de EAP, por lo
que estos dos parametros tienen una validez limitada en la evaluacion no invasiva.

Probablemente, uno de los aspectos mas importantes en la valoracion de los pacientes
con EAP sea la identificacion de los casos con un mayor riesgo de evolucionar a
isquemia critica y, por lo tanto, de perder la extremidad. En este sentido, es preciso
remarcar que la presencia de varios factores de riesgo cardiovascular actua de forma
sinérgica, multiplicando el riesgo de pérdida de extremidad (36, 37). Cuando se analizan
de forma individual se ha podido comprobar que la diabetes mellitus multiplica por 4 el
riesgo de isquemia critica, el tabaquismo lo hace por 3 y un ITB < 0,5 lo incrementa en

2,5 veces. Por ello, es de la mayor importancia realizar un diagnéstico lo mas precoz
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posible de la arteriopatia para iniciar una terapia de modificacion de los factores de

riesgo y, asi, reducir el riesgo de progresion de la enfermedad.

1.3.4 Enfermedad vascular coexistente con la enfermedad arterial periférica

La practica clinica demuestra la afectacion multisistémica de la enfermedad vascular y
es frecuente comprobar la presencia de una enfermedad coronaria o cerebrovascular en
los pacientes con enfermedad vascular. Diferentes estudios epidemioldgicos han
mostrado que hasta un 50% de los pacientes con EAP presenta sintomas de enfermedad
cerebrovascular o cardiologica. En el estudio PARTNERS (38), del total de pacientes en
los que se realiz6 el cribado de enfermedad vascular, s6lo un 13% presentaba una EAP
aislada, sin otra manifestacion de enfermedad cardiovascular. En el 32% de los
pacientes coexistia bien enfermedad coronaria, bien enfermedad cerebrovascular, y un
24% tenia afectacion de los 3 territorios. Por otro lado, la principal causa de muerte
tardia en los pacientes con EAP es la cardiopatia isquémica (hasta un 50% de las
muertes en pacientes con EAP). A la inversa, la prevalencia de EAP en los pacientes
diagnosticados de enfermedad coronaria llega a ser del 30%. En este grupo de pacientes,
la mortalidad es 2,5 veces superior que la del grupo sin sintomas clinicos de EAP.

La asociacion entre EAP e isquemia cerebrovascular no es tan prevalente como ocurre
con la enfermedad coronaria. En algunos estudios en los que se analiza la presencia de
estenosis carotideas mediante estudio con eco-Doppler en los pacientes con EAP se ha
mostrado una prevalencia de lesiones en esta localizacion de hasta el 50%. Sin embargo,
solo un 5% de los pacientes con EAP presentard un evento neurologico.

Por ultimo, desde el punto de vista epidemiologico, es muy interesante la relacion
existente entre la afectacion del ITB y la presencia de enfermedad vascular en otros

territorios. Las variaciones en el ITB se han correlacionado con la gravedad y la
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extension de la enfermedad coronaria, asi como con el indice intima-media carotideo.
En estudios poblacionales se ha mostrado que por cada descenso de 0,1 en el ITB se

produce una elevacion del 10% en el riesgo de presentar un evento vascular mayor (39).

1.3.5 Clasificacion

La sintomatologia de los pacientes con isquemia arterial de las extremidades provocada
por arteriopatia cronica se estratifica seglin la clasificacion de Leriche-Fontaine . Esta
clasificacion agrupa a los pacientes que representan una isquemia arterial progresiva, en
4 estadios, y tiene valor prondstico, por lo que es muy util para la indicacion de
tratamiento.

El estadio I se caracteriza por la ausencia de sintomas. Incluye a los pacientes con
enfermedad arterial pero sin repercusion clinica. Esto no debe asociarse con el hecho de
una evolucién benigna de la enfermedad. Es evidente que los pacientes con una lesion
arterial oclusiva extensa en los miembros inferiores, con un habito sedentario o
incapacitados por una enfermedad osteoarticular o neurolodgica, no presentaran clinica
de insuficiencia arterial. En estas situaciones, los pacientes pueden pasar a presentar una
isquemia critica, desde un estadio asintomatico.

El estadio Il se caracteriza por la presencia de claudicacion intermitente. A su vez se
divide en dos grupos. El estadio Ila incluye a los pacientes con claudicacion no
invalidante o a distancias largas. El estadio IIb se refiere a los pacientes con
claudicaciones corta o invalidante para las actividades habituales.

La claudicacion intermitente tipica de los pacientes con EAP se define como la
apariciéon de dolor en masas musculares provocado por la deambulacion y que cede

inmediatamente tras cesar el ejercicio. Debe resefiarse que el dolor se presenta siempre
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en los mismos grupos musculares y tras recorrer una distancia similar, siempre que se
mantenga la misma pendiente y velocidad de la marcha.

Una gran cantidad de pacientes refiere una sintomatologia dolorosa en las extremidades
en relacion con la deambulacion, pero no con la presencia de enfermedad arterial.
Muchos de ellos tienen enfermedad muscular, osteoarticular o neuroldgica, y en
ocasiones alguna de ellas coexiste con una enfermedad arterial obstructiva. En estas
situaciones es de la mayor importancia establecer un correcto diagnostico diferencial,
que inicialmente serd clinico y con posterioridad se confirmard con estudios no
invasivos. En este sentido, la clinica de estos pacientes suele referirse a dolores
articulares, en relacion con el ejercicio, pero también durante la movilizacion pasiva de
la extremidad. Cuando los sintomas se refieren a dolores musculares, éstos no suelen
presentarse de forma sistematica en la misma localizacion, y en muchas ocasiones no se
localizan en grupos musculares implicados en la marcha (gluteos, cuadriceps y
gemelos). En estas claudicaciones no vasculares, el perimetro de marcha es muy
variable incluso a lo largo del dia. Por otro lado, el dolor no cede simplemente al
detener la marcha, sino que el paciente precisa sentarse, acostarse o adoptar posturas
especiales, y la sintomatologia desaparece habitualmente tras un periodo de reposo
mucho mas largo que en la claudicacion vascular.

El grupo muscular afectado durante la marcha tiene utilidad para conocer la localizacion
de la lesion oclusiva. Aunque la mayoria de los pacientes referira claudicacion gemelar,
la presencia de claudicacion en las masas musculares gluteas o del muslo puede indicar
la presencia de una enfermedad en el eje iliaco. La claudicacion por enfermedad
femoropoplitea se localiza de manera caracteristica en las masas gemelares, y las
oclusiones infrapopliteas pueden manifestarse unicamente como claudicacion en la

planta del pie .
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El estadio IIl constituye una fase de isquemia mas avanzada y se caracteriza por
presentar sintomatologia en reposo. El sintoma predominante suele ser el dolor, aunque
es frecuente que el paciente refiera parestesias e hipoestesia, habitualmente en el antepié
y en los dedos del pie. Las parestesias en reposo pueden ser indistinguibles de las
debidas a neuropatia diabética, si bien en este ultimo caso suelen ser bilaterales,
simétricas y con distribucion «en calcetiny. Una caracteristica de este dolor es que
mejora en reposo cuando el paciente coloca la extremidad en declive, por lo que muchos
sacan la pierna de la cama o duermen en un sillon. Esta es la causa de la aparicion de
edema distal en la extremidad debido al declive continuado. En el estadio III el paciente
suele tener la extremidad fria y con un grado variable de palidez. Sin embargo, algunos
pacientes con isquemia mas intensa presentan una eritrosis del pie con el declive debido
a vasodilatacion cutanea extrema que se ha denominado lobster foot.

El estadio 1V se caracteriza por la presencia de lesiones troficas y es debido a la
reduccion critica de la presion de perfusion distal, inadecuada para mantener el trofismo
de los tejidos. Estas lesiones se localizan en las zonas mas distales de la extremidad,
habitualmente los dedos, aunque en ocasiones pueden presentarse en el maléolo o el
talon. Suelen ser muy dolorosas, salvo en los pacientes diabéticos si hay una neuropatia

asociada, y muy susceptibles a la infeccion.

La exploracion basica del sistema arterial se basa en la valoracion de la presencia de
pulsos, que en la extremidad inferior incluird la busqueda en las arterias femoral,
poplitea, pedia y tibial posterior. En caso de enfermedad oclusiva aortoiliaca, sera
evidente una disminucion de todos los pulsos en la extremidad o una ausencia completa
de éstos. En el caso de una enfermedad femoropoplitea, el pulso femoral estara

presente, pero estard ausente en las arterias popliteas y distales. La auscultacion del
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abdomen identificara la presencia de soplos, que serdn indicativos de enfermedad en la
aorta o las arterias iliacas. La auscultacion de la region inguinal puede poner de
manifiesto la existencia de lesiones en la iliaca externa o la bifurcacion femoral.
También es importante la evaluacion de la temperatura, la coloracion y el trofismo del
pie. En los pacientes con claudicacion no suele apreciarse una disminucion en la
temperatura o el relleno capilar. Sin embargo, la disminucion de la temperatura y la
palidez, con o sin cianosis o eritrosis de declive, son habituales en los pacientes con
isquemia critica. Por ultimo, no debe olvidarse la exploracion clinica de los miembros
superiores y la auscultacion cervical por la gran prevalencia de lesiones carotideas o de

troncos supraadrticos, que en la mayoria de las ocasiones seran subclinicas.(39)

1.4 ALPROSTADIL

La prostaglandina E1 (PGE1 ) se utiliza en el tratamiento sintomatico de la arteriopatia
oclusiva arterioesclerotica de miembros inferiores en estadios Il y IV de Leriche-

Fontaine, excluyendo los pacientes candidatos a amputacion.

1.4.1 Farmacologia

1.4.1 Propiedades Farmacocinéticas:

El alprostadil es una sustancia endégena con una vida media extremadamente corta.
Tras la infusion intravenosa de 60 pg de SUGIRAN®/ 2 h en voluntarios sanos se
detectaron concentraciones plasmaticas maximas de 5pg/ml por encima de los valores
basales (valor basal 2-3 pg/ml). Tras cesar la infusion, las concentraciones plasmaticas

vuelven a los valores basales en un tiempo estimado de 10 segundos. Debido a la breve
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vida media, el estado de equilibrio de las concentraciones plasmaticas se alcanza
rapidamente tras el comienzo de la infusion.

Como resultado de la biotransformacion, se detectan en plasma 13,14-dihidro-
alprostadil (PGEO) y 15-keto-PGEO (13,14-dihidro-15-keto-PGE1).

Tras la infusion intravenosa de 60 pg / 2 horas se detectan en plasma niveles de PGEO
de 12 pg/ml por encima de los valores basales (valor basal:1-2 pg /ml). Los niveles
plasmaticos de 15-keto-PGEO fueron de 150 pg/ml por encima del valor basal de 8
pg/ml.

Las vidas medias fueron de 1 minuto (fase a) y 30 minutos (fase B) para la PGEO y de 1
minuto y 16 minutos respectivamente para la 15-keto-PGEO.

El alprostadil sufre biotransformacion predominantemente en los pulmones. Durante el
primer paso por los pulmones el 60-90% es metabolizado. Los principales metabolitos
(15-keto-PGE1, PGEO y 15-keto-PGEQ) se producen por oxidacion enzimatica del
grupo C15-OH seguida de una reduccion del doble enlace C13,14.

El 15-keto-PGEl solamente se ha podido detectar en preparaciones in vitro de
homogeneizado de pulmon, mientras que PGEO y 15-keto-PGEO se han encontrado en
el plasma.

Tras la degradacion por B-oxidacion y w-oxidacion, los principales metabolitos se
eliminan por orina (88%) y por heces (12%) en 72 horas.

Tras la infusidn, es rapidamente metabolizado, principalmente a nivel pulmonar (un 60-
90% se metaboliza durante el primer paso por pulmones), careciendo sus metabolitos de
actividad farmacologica, siendo eliminados mayoritariamente con la orina (88%) y el
12% restante por heces. Su semivida de eliminacion es de 5 min (aumenta en
insuficiencia respiratoria grave). Su unidn a proteinas plasmaticas es del 93%. de la

PGELI .
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La a-ciclodextrina tiene una vida media de alrededor de 7 minutos. Se elimina de forma

inalterada por via renal.(40)

1.4.2 Mecanismo de accion

1.4.2.1 Propiedades farmacodinamicas
La prostaglandina E1 (alprostadil) tiene propiedades hemodinamicas y accion
antiagregante plaquetaria que fundamentan su uso en el tratamiento de la enfermedad

vascular periférica severa.

Efecto sobre la musculatura vascular lisa:

Tras la administracion de PGEI1 por via intraarterial a dosis de 0,1 ng/Kg/min, se ha
observado un aumento del flujo sanguineo en el musculo tibial anterior de pacientes con
oclusion arterial cronica.

En pacientes con oclusion arterial cronica, la infusion intravenosa de PGE1 a dosis de 5-
8 ng/Kg/min produce un incremento del flujo a nivel de la arteria pedia y tibial

posterior.(40)

Efecto inhibidor de la agregacion plaguetaria:

La prostaglandina E1 inhibe la agregacion plaquetaria humana causada por varios
coagulantes.

In vitro, la concentracién inhibitoria 50 de la PGE1 sobre la agregacion inducida por
ADP trombina y colageno fue de 19, 3 y 61 ng/ml, respectivamente.

En pacientes con oclusion arterial periférica, la infusion intraarterial de PGE1 a dosis

de 0,1-1 ng/Kg/min inhibe la agregabilidad plaquetaria de la sangre venosa local.
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En pacientes con enfermedad arterial oclusiva cronica, la infusion intravenosa de PGEI
a dosis de 5-10 ng/kg/min inhibe la agregabilidad plaquetaria.

Alprostadil, administrado por infusion intraarterial o intravenosa continua, dilata el
ductus arterioso en recién nacidos. En el 74% de 238 nifios con defectos congénitos, que
disminuian el flujo circulatorio sanguineo pulmonar o sistémico, se obtuvo un
incremento de la circulacion sanguinea a través del ductus arterioso.

Alprostadil increment6 en promedio la presion arterial de oxigeno (PO2 ) a 14,02 mm
Hg y un 23% la saturacion de oxigeno en nifios con defectos congénitos que disminuian
la circulacion pulmonar sanguinea. La relacion entre presion sanguinea de arteria
pulmonar y aortica, disminuye durante la infusion de Alprostadil en el 87% de los
recién nacidos con defectos congénitos que restringian la circulacion sanguinea
sistémica. La presion sanguinea sistémica y el pH sanguineo son incrementados.

Su mecanismo de accidon no estd determinado, pero Alprostadil posiblemente ayuda a
mantener la apertura del ductus mediante disminucion del tono del musculo liso del
ductus.

En animales de laboratorio y en humanos, dosis elevadas de prostaglandinas pueden
disminuir la presion sanguinea, probablemente por un efecto miorrelajante de la
musculatura lisa del sistema vascular; este efecto no ha sido clinicamente significativo
con las dosis de Alprostadil utilizadas para mantener la apertura del ductus.

Alprostadil puede también elevar la temperatura corporal.

En el tratamiento del conducto arterioso persistente, mantiene abierto el conducto al
relajar sus musculos lisos, es solo efectivo antes de que tenga lugar por completo el
cierre anatomico del conducto arterioso.

La administracion de alprostadil en neonatos con defectos congénitos ciandticos

cardiacos (flujo pulmonar reducido) ocasiona aumento del flujo de sangre pulmonar con
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el correspondiente aumento de la presion parcial arterial de oxigeno (PaO2) y de la
saturacion de O2. La respuesta del neonato ciandtico al tratamiento con alprostadil esta
inversamente relacionada con la PaO2 inicial. Las mejores respuestas aparecen en los
neonatos mediante valores mas bajos de la PaO2 (< 20 Torr) y con menos de 4 dias de
edad. Los neonatos con PaO2 de 40 Torr o mas usualmente muestran mala respuesta al
alprostadil; los que presentan restricciones en el flujo sistémico, la administracion de
alprostadil previene o corrige la acidemia, aumenta el gasto cardiaco, aumenta el flujo y
la funcion renales y, en general, mejora todos los pardmetros hemodindmicos.

En la impotencia, el alprostadil relaja los musculos lisos del cuerpo cavernoso, al
parecer aumenta las concentraciones intracelulares de AMP-ciclico. Interacciona con
receptores de membrana que estimulan la adenilatociclasa que aumentan los niveles
intracelulares de AMP-ciclico y activa la proteina quinasa, lo cual implica relajacion
muscular; también antagoniza los efectos vasoconstrictores de la norepinefrina,
previene la liberacion neuronal de este transmisor y exalta los efectos de los
neurotransmisores vasodilatadores no adrenérgicos y no colinérgicos. En la impotencia
induce la ereccion, relajando el musculo trabecular y dilatando las arterias cavernosas y
sus ramas; esta dilatacion estd acompaiiada por aumento del flujo arterial, al mismo
tiempo que se incrementa la resistencia venosa de retorno. Como resultado, los espacios
lagunares se expanden y se llenan de sangre, por lo que queda atrapada por la
compresion de las venas contra la tanica albuginea. El alprostadil no interfiere

directamente con la eyaculacion o el orgasmo.

1.5 PROTEOMICA
La protedmica es una técnica que permite el estudio a gran escala de las proteinas de

una muestra, constituyendo uno de los mas utiles y potentes métodos de separacion de
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proteinas que existe actualmente. El término protedémica fue introducido por Marc R.
Wilkins para hacer referencia al conjunto de proteinas identificadas mediante 2-DE en
una muestra bioldgica compleja en un momento determinado(41). La tecnologia
utilizada para la separacion de las proteinas es relativamente reciente: en la década de
los 70 la electroforesis en dos dimensiones se utilizaba como una potente herramienta
para la separacion y cuantificacion de proteinas(42). Su alta resolucion, su sensibilidad
y reproducibilidad hicieron a esta técnica cada vez mas popular en la década de los 80,
principalmente tras la aparicion de las membranas PVDF (del inglés polyvinylidene
difluoride) (43) y la creacion de la primera base de datos para geles bidimensionales.
Posteriormente, con la aparicion y mejora de diversos métodos de preparacioén y
extraccion de proteinas de la muestra, asi como de las distintas herramientas de
secuenciacion (método de secuenciacion EDMAN (44), comenz6 a tener una mayor
importancia como método de andlisis de las proteinas presentes en los distintos tipos de

muestras.

El proteoma de un organismo es el conjunto de proteinas complementarias del genoma
funcional. El proteoma en altamente dindmico, varia acorde al tipo de célula y su estado
funcional y puede reflejar cambios inmediatos y caracteristicos en respuesta a
determinadas enfermedades o estimulos externos. Este conjunto de proteinas presentes
en un fluido corporal, un tejido o un organismo en realidad es un subconjunto de todos
los posibles productos del genoma en un momento dado, por lo que el proteoma no
puede predecirse directamente a partir de la informacion estatica del genoma. Una
proteina puede existir en multiples formas segiin modificaciones postraduccionales o
procesos de degradacion que modifican la estructura de la misma, su localizacion,

funcion y recambio (Fig. 1.10).
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Figura 1.10. Esquema en el que se muestran los diferentes pasos en la expresion de

proteinas y su variabilidad.

Las proteinas desempefian un papel fundamental para la vida y son las biomoléculas
mas versatiles y mas diversas. Se considera que en el ser humano hay entre seis y siete
veces mas proteinas que genes (entre 200.000 y 250.000 proteinas). Las proteinas, a
diferencia de los genes, tienen una complejidad y variabilidad mayores. Dado que
poseen una funcion estructural, enzimatica, inmunoldgica, contractil, homeostatica,

transductora de sefiales, etc, son indispensables para todas las funciones bioldgicas. Por
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ello, la investigacion centrada en estos productos derivados del genoma, modificables
en condiciones de enfermedad, es fundamental y probablemente nos permitira entender

la fisiopatologia de enfermedades tan prevalentes como la arteriosclerosis.

En el momento actual nos encontramos en la era postgendmica, en la que la protedmica
va a contribuir al entendimiento de la funcidon de los genes(45). Precisamente porque
frecuentemente es dificil predecir la funcion de una proteina basandose en la homologia
con otras proteinas, e incluso su estructura tridimensional, la determinacion de los
componentes de un complejo proteico o de una estructura celular es primordial en el
analisis funcional. En este sentido, la protedmica es la tecnologia méas prometedora para
avanzar en este area de interés. La integracion genomica-protedmica permitird
comprender los mecanismos implicados en la aparicion y desarrollo de una

enfermedad.

Se estima que el genoma humano contiene entre 20.000 y 25.000 genes codificantes de
proteinas, nimero muy inferior a las estimaciones iniciales. Sin embargo, las células
humanas recurren ampliamente al splicing y a las modificaciones postraducionales para
producir varias proteinas distintas a partir de un tnico gen (46- 48),. De forma practica,
el genoma tan solo porta la informacion necesaria para una expresion perfectamente
coordinada y regulada del conjunto de proteinas que conforman el proteoma. Mientras
que el genoma es relativamente constante (incluso podria considerarse un componente
estatico de la célula), el proteoma estd continuamente cambiando, muchas veces
simplemente por la interaccion del genoma con el entorno. Todas estas modificaciones
y otros cambios secundarios a estimulos ambientales (enfermedades, farmacos...)

condicionan el desarrollo de diferentes mapas de expresion proteica, o lo que es lo
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mismo, diferentes fenotipos (Fig. 1.10), que, a su vez, proporcionan una gran diversidad

y diferente susceptibilidad a determinadas enfermedades.

La protedmica utiliza la combinacion de diferentes técnicas sofisticadas, incluyendo la
2-DE en gel de poliacrilamida, analisis de imagen, espectrometria de masas,
secuenciacion de aminoacidos y bioinformatica para separar, identificar y caracterizar
las proteinas (49). Con todo ello, la protedmica permite la obtencion de una informacion
cualitativa y cuantitativa: es posible determinar la existencia o no de una proteina vy,
ademas, cambios cuantitativos en su expresion comparando los resultados en la muestra
basal y tras un estimulo o condicion patoldgica, por ejemplo. Otra ventaja de esta
técnica es la capacidad de detectar las distintas isoformas de una misma proteina
(derivadas de las distintas modificaciones bioquimicas postraduccionales), circunstancia
que no es posible utilizando el resto de técnicas de analisis e identificacion de proteinas.
Este punto es de gran importancia, ya que es posible que las isoformas de una
determinada proteina tengan propiedades funcionales distintas a las de la proteina

original.

La protedmica, sin embargo, va mas alld de la mera catalogacion de proteinas,
pretendiendo establecer, en ultimo término, su estructura, actividad bioldgica, modo de
accion, localizacion celular, modificaciones postraduccionales e interaccion con otras
proteinas o moléculas. De esta manera, la comprension de las situaciones fisiologicas
nos permiten acercarnos al conocimiento de las condiciones patologicas. Desde un
punto de vista practico son muchas las aplicaciones que se pueden vislumbrar en
diversos terrenos cientificos y biotecnologicos, pero la aplicacion mas llamativa (y con

mas impacto comercial) es el descubrimiento de farmacos, el diagnostico molecular y la
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medicina personalizada. De hecho, este aspecto de la protedmica estd haciendo que la
industria farmacéutica invierta grandes cantidades en el desarrollo de esta metodologia
y se esté avanzando rapidamente. Finalmente, se buscara construir un completo mapa
tridimensional celular, con la localizacion de cada proteina y los procesos o cambios a
los que pueden verse sometidas, ayudandonos todo ello a la mejor comprension de los

mecanismos moleculares implicados en cualquier proceso metabdlico o patologico.

1.5.1 Fundamentos de la técnica

La electroforesis bidimensional (2-DE, del inglés 2-dimensional electrophoresis) es la
base fundamental para desarrollar los mapas de expresion proteica. A pesar de que el
nombre sugiere que se trata de un proceso de dos pasos, en realidad es algo mas
complejo e, incluso, pueden considerarse hasta cinco pasos: 1, la preparacion de la
muestra para la primera separacion; 2, la primera separacion de la muestra; 3, la
interfase entre la primera y segunda separacion; 4, la segunda separacion; 5, la
deteccion de proteinas. Esta técnica nos permite separar las proteinas de cualquier
muestra en dos dimensiones, el peso molecular (tamafio) y el punto isoeléctrico (pH en
el cual la carga neta de la proteina es cero), lo que dard lugar a un mapa de expresion
proteica en el que cada proteina (y sus isoformas) estaran distribuidas en la coordenada
formada por las dos variables de separacion. En principio, esta coordenada serd Unica
para cada proteina, por lo que puede considerarse como el documento de identidad de la

misma (50). El concepto basico de la técnica se esquematiza en la Figura 1.11.
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Figura 1.11. Esquema del principio de la electroforesis bidimensional.

El proceso comienza con la extraccion de las proteinas desde la muestra bioldgica.
Dicha muestra es separada en dos dimensiones, primero por punto isoeléctrico y

segundo por peso molecular.

Generalmente, el orden de separacion es primero por el punto isoeléctrico y
posteriormente por el peso molecular. Sin embargo, este esquema de actuacion no es

obligatorio, y se han publicado trabajos con el orden inverso(51,52). Realmente, el
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orden clasico es el que casi exclusivamente se realiza, tanto por motivos econémicos (la
segunda y mayor separacion es mejor que sea la mas barata, como lo es la electroforesis
SDS) y por razones técnicas, ya que los geles SDS de electroforesis son mucho mas

faciles de teiir que los isoeléctricos y de manejar en las técnicas de analisis (53).

Esta técnica posibilita la identificacion de proteinas que hayan sufrido algin tipo de
modificaciéon postraduccional, ya que cuando una proteina sufre una modificacion
postraduccional (fosforilacion, glicosilacion, etc.) ésta suele conferirle un cambio tanto
de carga como de peso molecular. Los cambios que ocurren tras la traduccion son, por
tanto, reflejados en el mapa proteico, apareciendo la proteina en una localizacion

distinta a la normal.

1.5.1.1. Preparacion de las muestras

La situacion ideal consiste en solubilizar todas las proteinas de la muestra, sin ninguna
modificaciéon afiadida durante todo el proceso y eliminando otros componentes
biologicos que puedan interferir en la separacion de las proteinas. La carga de proteinas
que contiene la muestra no debe alterarse en ningin momento, por lo que se deben
utilizar sustancias quimicas no cargadas que desnaturalicen las proteinas y las
mantengan en solucién (54). Por razones précticas, como constituye una minima
interferencia con los geles que contienen el SDS unido a las proteinas y una minima
interferencia con los métodos de ensayo, el detergente CHAPS es de los mas utilizados

(55).
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Otro punto de gran importancia es que para conseguir el punto isoeléctrico se
requieren campos eléctricos de gran fuerza. Dado que la carga de las proteinas
constantemente va disminuyendo hasta alcanzar el punto isoeléctrico, se requieren estos
campos potentes para que en los ultimos milimetros las proteinas migren a una
velocidad decente. De hecho, es muy comun utilizar hasta 170 V/cm en el punto
isoeléctrico, nimeros mucho mayores que los empleados en la electroforesis SDS (15
V/cm). En contrapartida, la utilizacion de estos campos de gran fuerza obliga a trabajar

con muy bajas fuerzas i6nicas, por el calentamiento.

1.5.1.2. Primera dimension

En comparacion con la fase de preparacion de las muestras, la separacion por punto
isoeléctrico en la primera dimension generalmente es mas sencilla. Para esta fase se
utilizan tiras de gel de poliacrilamida con un gradiente de pH inmovilizado (IPG, del
inglés Isoelectric Phocusing Gradient). La introduccioén de los IPG por Bjellgvist et al
(56) tuvo un impacto significativo en la primera dimension de la electroforesis para
separar mezclas complejas en un amplio rango de pH. Estos geles permiten una
formacion estable y reproducible de gradientes de pH capaz de focalizar proteinas

acidas y basicas en un unico gel (57).

En la primera dimension se aplica una corriente eléctrica que consigue que las proteinas
presentes en el extracto migren a lo largo de la tira IPG y se distribuyan por toda su
longitud hasta alcanzar su punto isoeléctrico, es decir, el punto donde su carga neta sea
cero, y en ese momento se detienen. Asi pues, en la primera dimension las proteinas se

separan segun carga (Fig. 1.11).
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1.5.1.3. Segunda dimension

La segunda dimension se realiza sobre geles SDS-PAGE (del inglés sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) para la separacion de las proteinas en
funcion de su peso molecular (Fig. 1.11). El SDS es un detergente anionico utilizado
para alinear las proteinas y aplicar una carga negativa a cada proteina proporcional a su
masa. La realizacion de esta segunda dimension aporta la identificacion de nuevas
proteinas y, ademas, la medicion de la abundancia relativa comparando entre diferentes

muestras.

1.5.1.4. Deteccion de las proteinas

Una vez realizada la segunda dimension, las proteinas presentes en el gel deben
visualizarse para poder cuantificarlas y analizarlas. Existen distintos tipos de tincion del
gel que, fundamentalmente, se diferencian segun la sensibilidad para la deteccion de
proteinas. Destacan la tincién con azul Coomassie, la tincidn radiactiva, la fluorescente
y, por ultimo, la tincidn con nitrato de plata. Los métodos mas empleados son la tincion
con plata y con el azul de Coomassie (58), en especial la primera por su sensibilidad
(59,60), su durabilidad en el tiempo y la buena calidad de imagen que ofrece. Ademas,
este tipo de tincidon es compatible con el andlisis por espectrometria de masas. Sin
embargo, el método més recomendado de tincidon para realizar la identificacion de las
proteinas mediante espectrometria de masas es el azul de Coomassie, ya que, a pesar de
su moderada sensibilidad, tiene buena homogeneidad y la compatibilidad con la

espectrometria es excelente (61).
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1.5.2. Analisis de la imagen

Una vez obtenido el gel bidimensional o mapa de expresion proteica hay que analizar la

imagen. Actualmente poseemos programas informaticos (PD-QUEST, MELANIE, etc.)

que facilitan mucho el estudio de este tipo de imagenes. De hecho, este software realiza

un analisis completo de los mapas de expresion proteica y permite una posterior

comparacion entre diferentes mapas. Adicionalmente, existe la posibilidad de realizar

comparaciones visuales con mapas protedmicos integrados en bases de datos

disponibles en internet. En este sentido, la base de datos suiza Swiss-Prot

(http//:www.expasy.ch) es una de las mas conocidas y empleadas (Fig. 1.12).

General information about the entry
View entry in simple text format

Entry name ALBU_HUMAN
Primary accession numbar P02763
PLASMA_ HUMAN (Plas PLASMA_HUMAN

Homo sapiens
Tiszue: Pl

MAP LOCATRONS:
SPOT 20-0004IM

(the searched spot)
pi=6.50; Mw=67000

=6 70; Mw=67000
PI=6 65, Mw=67771
pi=6 8B; Mw=67513
DI=5 56, Mw=68230
oi6.60; Mw=66318
p=T 38; Mw=20997

T SPOT 20-00041Y:
e SPOT 20-000453
e SPOT 20-00041Y
SPOT 20-0004KT
SPOT 20-0004K8
SPOT 20-0005F.-

map expenmentd info
POMAN 230Ma0ad 10CaN0N

NORMAL LEWEL:
35000-55000 MG/L

PATHOLOGICAL LEVEL:
DECREASED DURING LIVER CRRHOSIS, NEPHROSIS
INFLAMMATORY REACTION AND SEVERE BURNS.

POSITIONAL VARIANTS:
MORE THAN 20 VARIANTS (2]

MAPPING (identification):

IMIUNOELOTTING [4]

Figura 1.12. Ejemplo de ventanas utilizando la base de datos Swiss-Prot.
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Para el analisis cuantitativo de las diferentes proteinas del mapa protedmico disponemos
de otras herramientas informéaticas que facilitan la deteccion de variaciones en la
expresion de las proteinas, siendo de especial utilidad en estudios patologicos. Un

ejemplo es el programa denominado QUANTITY-ONE (Bio-Rad Laboratories).

1.5.3. Espectrometria de masas

La aplicacion de la espectrometria de masas (MS) para el andlisis cuantitativo y
cualitativo del proteoma derivado de muestras complejas ha tenido un gran impacto en
la comprension de la funcidon celular (62). Hoy en dia se estima que mediante esta
técnica se pueden detectar proteinas en geles bidimensionales en el rango fentomolar
(10-15 M/L). La MS es muy sensible, tolera el analisis de mezclas proteicas y permite la
realizaciéon de multiples analisis, por lo que poco a poco ha reemplazado a la

secuenciacion por el método de EDMAN.

La MS proporciona informacion sobre la estructura de la proteina: la masa peptidica y
la secuencia de aminoacidos. Posteriormente, se utilizaran estos datos para identificarlas
con las bases de datos. De esta manera, se determina el tipo y la localizacion de una

modificacioén postransduccional, por ejemplo.

Las mediciones en la MS se llevan a cabo en fase gaseosa, con los analitos ionizados.
Por definicion, un espectrometro de masas consiste en una fuente ionizante, un
analizador de masa, que mide la ratio masa/carga (m/z) de los analitos, y un detector
que registra el nimero de iones en cada valor de m/z. Las dos técnicas mas utilizadas

son las llamadas ESI (del inglés, ElectroSpray lonization) y MALDI (del ingles, Matrix-
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Assisted Laser Desorption/lonization) (63,64). El analizador de masa es la tecnologia
fundamental del instrumento y en el terreno de la protedémica sus claves son la
sensibilidad, la resolucion, la precision en la medida de la masa y la capacidad de
generar espectros a partir de fragmentos peptidicos (en tdndem o espectros MS/MS)
(65,66). Hay cuatro tipos basicos de analizadores de masa utilizados actualmente en
protedmica: la trampa de iones (ion trap), el tiempo de vuelo o TOF (del inglés, time of
flight), el cuadruplo y el FT-MS (del inglés, Fourier Transform ion cyclotron). Cada
uno de ellos es diferente, variando en relacion a su fuerza. Por lo general, MALDI se
utiliza conjuntamente con analizadores TOF (MALDI-TOF) por su simplicidad, la
precision en la medicion de la masa y su sensibilidad. Con este Gltimo método se
obtiene la llamada huella peptidica como resultado del emparejamiento de la lista de
masas experimentales con la lista de masas calculadas de todos los péptidos de una base

de datos.

El proceso habitual consta de cuatro pasos. El primer paso consiste en el aislamiento de
las proteinas de la muestra. La MS es menos sensible en el andlisis de toda la proteina
que en el estudio de los péptidos y, ademads, la masa de una proteina intacta por si sola
no es suficiente para su identificacion. Por ello, las proteinas son degradadas en el
segundo paso, generalmente con tripsina, que rompe dichas proteinas en la zona
carboxilica de los residuos de lisina y arginina (a no ser que estén seguidos por una
prolina), formando huellas peptidicas de péptidos predecibles. En el tercer paso los
péptidos son ionizados tras el tratamiento con el laser, que les confiere una carga, y son
separados segun la ratio m/z. En el cuarto paso se obtiene el espectro de masas de
péptidos y el ordenador genera una lista priorizada de estos péptidos por fragmentacion

y una serie de experimentos en tdndem posteriores, que consisten en el aislamiento de
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un péptido dado, fragmentacion por colision con gas y recopilacion de un espectro

tandem o MS/MS (Fig. 1.13).
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Figura 1.13. Esquema de un experimento genérico de proteomica basado en la

espectrometria de masas. Fuente: internet, modficada por el autor.
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1.5.4. Futuro de la protedmica

Después de més de tres décadas de investigacion en este campo, la 2-DE es ya una
técnica madura, que ofrece gran flexibilidad y resolucion modulable (67). Por tanto, no
son esperables grandes avances en la pura realizacion de la electroforesis. Sin embargo,
en un futuro si podrdn objetivarse importantes consecuencias en el diagnostico clinico y

tratamientos derivados de la protedmica.

El objetivo ultimo de la medicina moderna es poder ofrecer una medicina personalizada
a cada paciente. Actualmente, el centro de muchas investigaciones va dirigido a conocer
la etiologia de la enfermedad en cada paciente, la respuesta concreta de cada paciente a
un determinado factor de riesgo, los factores que facilitan la progresion de la
enfermedad, los factores genéticos que hacen a ese paciente susceptible a una
enfermedad, su perfil metabdlico y, concretamente, cuales son las proteinas que
expresa, para poder asi identificar el prondstico del paciente y su susceptibilidad al
tratamiento. Estos objetivos requieren de la utilizacion de nuevas tecnologias, entre las
que se encuentra la protedmica, ya que estudia la base bioldgica racional, los productos
de la interrelacion entre unos determinados factores de riesgo y la expresion génica: las

proteinas.

1.5.5. La era protedmica en la investigacidon vascular

Las enfermedades cardiovasculares son la causa mas importante de mortalidad en el
mundo occidental y, ademas, se estd produciendo un incremento progresivo también en

las sociedades menos desarrolladas. La carga econdémica de estas enfermedades,
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incluyendo los gastos en cuidado de la salud y las pérdidas en productividad, se ha
calculado en 45.6 billones de euros anuales en la Uniéon Europea (68) y de 142.5

billones de dolares en Estados Unidos (69).

La protedmica aplicada a las células vasculares o a las placas arterioscleroticas, cuya
expresion proteica se modifica a lo largo de la evolucion de la enfermedad, constituyen
hoy en dia una diana en la investigacion en el area cardiovascular, siendo en este terreno
una técnica de aplicacion relativamente reciente. La mayoria de los estudios
protedmicos realizados inicialmente en las enfermedades cardiovasculares consistieron
fundamentalmente en modelos descriptivos y han permitido la creacion de las bases de
datos de las que disponemos. Brunnel et al (70) publicaron el mapa de expresion
proteica de CE de vena umbilical humana, en el que identificaron 53 proteinas
relacionadas con el citoesqueleto, coagulacion, apoptosis, presentacion de antigenos y
funciones enzimadticas. Del mismo modo, en 2001, McGregor et al (71) describieron el
proteoma de las CML de la vena safena humana sana, identificando 130 proteinas. Mas
recientemente, se publico también el proteoma de 83 proteinas de las CML de la arteria
mamaria interna (72). Progresivamente, la protedmica vascular ha ido evolucionando
para intentar proporcionar dos tipos de datos: la determinacion de proteinas que
participan activamente en la fisiopatologia de la arteriosclerosis y la busqueda de
nuevas proteinas que potencialmente sirvan como biomarcadores de enfermedad (73).
De hecho, la tendencia es utilizar la protedmica para la comparacion de los niveles de
expresion de una determinada proteina en diferentes condiciones experimentales. Hace
mas de 20 afos Stastny et al (74) compararon extractos de estria grasa con segmentos de

intima sana de aorta humana. Esta comparacion se realizd de forma visual, ya que en
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esa €poca todavia no habia programas informdticos para el analisis de los geles, por lo

que soélo se identificaron los cambios més evidentes.

En la arteriosclerosis se considera fundamental la disfuncion endotelial y la
proliferacion y migracion de las CML. Por otro lado, todo ello ocurre en un marco
inflamatorio, en el que factores de crecimiento y citoquinas estan involucrados en los
cambios de expresion de determinadas proteinas especificas. Este es el caso del TNF-a,
citoquina implicada en diferentes procesos criticos de la iniciacion y la progresion de la
lesion vascular. La utilizacion de este mediador inflamatorio en cultivos de arterias
sanas puede inducir cambios inflamatorios en la pared vascular, modificando por tanto
la expresion proteica. Un estudio reciente (75) demostro, utilizando la 2D-E y MS, que
la incubacion de CML con TNF-a conducia a la infraexpresion o sobreexpresion de
determinadas proteinas. Zamorano-Ledén et al (76) observaron en segmentos
preincubados con TNF-a una mayor expresion de moléculas proinflamatorias (CD40L,

PECAM) en el endotelio y una sobreexpresion de la eNOS concentracion dependiente.

Otros autores han centrado sus investigaciones en los mecanismos de sefalizacion
celular. Molero et al (77) demostraron modificaciones en la expresion proteica en
células de musculo liso vascular inducidas por el 17B-estradiol, confirmando que los
estrogenos pueden modular un amplio rango de vias de sefializacion en este tipo de
células. Soskic et al (78) estudiaron los cambios en la via de sefializacion de fibroblastos

de ratdn en respuesta al factor de crecimiento derivado de plaquetas.

La informacién que puede aportar la protedmica en la blusqueda de nuevos

biomarcadores en las enfermedades cardiovasculares, sumada al andlisis del fenotipo
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clinico, cambios metabolicos y al haplotipo genético, puede informar del perfil de
riesgo cardiovascular para cada paciente (79,80). Sin embargo, actualmente a nivel
cardiovascular la identificacion de las modificaciones postraduccionales es
practicamente nula y menos ain se sabe sobre modificaciones en el nivel de expresion

de diferentes isoformas de proteinas.

Probablemente, con la introduccion de la protedmica, en pocos afios el conocimiento de
las enfermedades cardiovasculares aumente de forma considerable. En resumen, la
protedmica tiene el potencial de revolucionar el modo de diagnosticar, determinar el
riesgo y el prondstico clinico asi como las estrategias terapéuticas en individuos con
enfermedades cardiovasculares. Incluso ya se ha creado el término farmacoprotedmica,
que consiste en el estudio de la respuesta farmacoldgica de un paciente en funcion de las
proteinas que expresa. Sin embargo, todavia no hay muchos estudios que analicen los

efectos de los fArmacos en el proteoma (81,82,).

1.6 MARCADORES DE APOPTOSIS

El término apoptosis procede del griego “appo-toe-sis”, e indica la caida de las hojas
de un arbol o de los pétalos de una flor. Designa el proceso de muerte celular
programada, es decir, un tipo de necrosis fisioldgica por el que determinados
estimulos van a activar un programa genético para llevar a cabo una serie de acciones
que finalizan con la muerte celular, sin alteraciones en la fisiologia o estructura del
tejido del que forma parte (83).

La apoptosis también puede intervenir en situaciones patoldgicas (84), tanto por

exceso de la misma como por defecto.
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1.6.1 Morfologia

La apoptosis se considera, morfologica y bioquimicamente, diferente a la muerte
celular por necrosis osmotica. En la necrosis, un grupo de cé€lulas ante estimulos
externos pierde la integridad de la membrana alterando la regulacion de la homeostasis
16nica celular y permitiendo un gran edema intracelular, con destruccion de organelas.
Como consecuencia se provoca una intensa respuesta inflamatoria que participara,

igualmente, en la fagocitosis de detritus celulares (85).

Los rasgos morfoldgicos de la apoptosis difieren de los de la necrosis (85).
Inicialmente se produce la constriccion de la membrana, disminuyendo el tamafio
celular y agrupando las organelas, de modo que el citoplasma tiene un aspecto denso.
En el nucleo, la cromatina se condensa en la periferia, por debajo de la membrana
nuclear, en masas bien definidas. A continuacion el nacleo se fragmenta, formandose
al mismo tiempo vesiculas citoplasmaticas y los denominados cuerpos de apoptosis
(Fig. 1.14). Estos se componen de citoplasma y organelas muy agrupadas, pudiendo
contener también fragmentos nucleares, rodeados siempre de membrana. Los cuerpos
de apoptosis seran fagocitados por las células sanas adyacentes del parénquima o por
macrofagos, donde se degradaran con rapidez dentro de los lisosomas. Posteriormente,
las células adyacentes seran capaces de migrar o proliferar, reemplazando asi el
espacio ocupado por la célula apoptotica suprimida (86).

La apoptosis, al contrario que la necrosis, no produce respuesta inflamatoria.
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Figura 1.14. Célula apoptotica

1.6.2 Mecanismos de apoptosis

La apoptosis puede iniciarse tanto por una via extrinseca como intrinseca,
ambas finalizando en una cascada de caspasas activadas que estan involucradas en la
degradacion del ADN. Las caspasas (cisteinil-aspartato proteasas) son enzimas cuya
actividad catalitica depende de un residuo de cisteina dentro de una secuencia
altamente conservada, dividiendo especificamente sus sustratos en lugares precedidos

por residuos de Aspartato. Se han descrito 11 caspasas en células humanas que
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provocan una degradacion proteica bien definida hasta llegar a la formacion de
cuerpos apoptoticos. Algunas caspasas son "iniciadoras" y otras "efectoras" del
proceso catalitico, actuando sobre endonucleasas que son las responsables directas de
la fragmentacion del ADN. La activacion de las caspasas, que existen en calidad de
pro-caspasas inactivas, se produce por diversas vias en las que participan varios
complejos moleculares (87-88).

a) Via extrinseca

La via extrinseca o de los "receptores de muerte" establece conexiones con el espacio
extracelular, recibiendo sefiales proapoptoticas desde el exterior y de las células
vecinas. La inflamacion, incluyendo macrofagos o linfocitos, y los “ligandos de
muerte” (death ligands) forman parte de esta via. Dos familias de receptores se han
identificado con estas caracteristicas: la proteina Fas y el factor de necrosis tumoral
(TNF) (89) (Fig 1.15).

La proteina transmembrana Fas en su porcion intracelular enlaza con un factor
intermedio denominado FADD (factor associated death domain), nombre que sélo
sefiala que esta comprometido con la zona de la molécula Fas que participa en la
muerte celular, activando las caspasas-8 y -10.

En cuanto al otro receptor de membrana TNF, su porcion intracelular conecta con
complejos intermedios como el TRADD (TNF receptor associated death domain) y
RAIDD (receptor associated interleukine death domain) que activan caspasas

"iniciadoras" de la apoptosis.
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Dominio efector de muerte
Dominio de muerte

Tumor necrosis factor

TNF-related apoptosis inducing ligand

TNF-receptor associated death domain

Fas-associated death domain
TNFR-associated factor

TRAF-1 FADD Inhibitor of apoptosis protein

TRAF-2
c-IAP TRADD \

Inhibe . Permite
apoptosis Permite transactivacion de
inducida transactivacion caspasa 8
por TNF de caspasa 8

Fig 1.15. Via extrinseca de apoptosis

b) Via intrinseca o mitocondrial

Otra via de induccién de apoptosis es la via llamada mitocondrial. Esta via estd
iniciada por el estrés oxidativo. Las proteinas de la familia de Bcl-2 regulan la
apoptosis ejerciendo su accion sobre la mitocondria. La activacion de proteinas pro-
apoptoticas de la familia de Bcl-2 produce un poro en la membrana externa de las
mitocondrias que permite la liberacion de numerosas proteinas del espacio
intermembrana; entre ellas, el citocromo ¢ (90).

El citocromo c, una vez en el citosol, activa un complejo proteico llamado
"apoptosoma", que activa directamente a la caspasa-9. Una vez que la caspasa-9 esta
activada, ésta activa a las caspasas efectoras como la caspasa-3, lo que desencadena

las ultimas fases de la apoptosis (Fig. 1.16).
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MITOCONDRIA

Caspasas
3,6,7

Procaspasa 9

Fig 1.16. Via intrinseca

1.6.3 Bcl-2, bax, indice bax/bcl-2

Como hemos comentado, los genes de la familia Bcl-2 estan especialmente implicados

en la via intrinseca de la apoptosis.

1.6.3.1 Bcl-2

Fue el primer miembro encontrado en una familia de genes implicados en la
regulaciéon de la apoptosis que, a diferencia de otros oncogenes, prolonga la
supervivencia celular bloqueando especificamente la muerte celular por apoptosis.

El gen bcl-2 (B-cell Lymphoma 2) se identifico hace mas de una década, con el
analisis y descubrimiento de la translocacion reeciproca entre los cromosomas 14 y 18
(932,921) (89-91). Esta translocacion es la aberracion cromosémica mas comun en los

linfomas no Hodgkin, alcanzando el 70-80% en los linfomas foliculares (92).
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En este caso la secuencia de bcl-2 se yuxtapone al gen de la cadena pesada de la
inmunoglobulina (IgH) en la region 14q32. Sin embargo, la translocacion no se
traduce en una interrupcion de la region codificante del bcel-2, sino en el gen de la IgH.
Consecuentemente, bajo el control del gen promotor de las inmunoglobulinas se
produce la sobreexpresion tanto del ARNm como del producto proteico de bel-2 en
estos linfomas, y, como consecuencia, una disminucion de la muerte de los linfocitos
B afectados (93). Esta prolongacion de la vida de las células B es un evento critico en
la génesis del linfoma folicular.

Por otro lado se observo que este gen, activado por la traslocacion 14;18, permitia la
supervivencia de células hematopoyéticas citoquin-dependientes, en estado quiescente,
en ausencia de citoquina. Este hallazgo se verificd en otras lineas celulares en ratones
transgénicos, estableciéndose que la supervivencia y la proliferacion celular estaban
directamente relacionados con una sobreexpresion de bel-2 (94).

El producto del gen bcl-2 es una proteina de 26 kDa que se localiza principalmente en
la membrana externa de la mitocondria, aunque también en la nuclear y en el citosol a
nivel del reticulo endoplasmico liso (95). La amplia expresion in vivo de bcl-2 en
tejidos humanos normales, embriologicos, fetales y adultos sugiere que este gen tiene

un importante papel en la homeostasis tisular normal (96).

En tejidos adultos normales bcl-2 parece estar restringido al compartimento
proliferativo, donde se localizan las c€lulas madre, de larga vida, que se dividen y se
diferencian continuamente a elementos maduros. Por el contrario, la expresion de bcl-
2 disminuye, o estd ausente, en células terminales diferenciadas de los epitelios de

colon, piel y prostata, las cuales se cree que mueren por apoptosis. Bcl-2 también se
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expresa en c€lulas de larga vida como las neuronas (97) y algunas células sensibles al
estimulo hormonal, tales como el endometrio (98) o los foliculos ovaricos (99).
Tomando en conjunto estas observaciones se ha podido hipotetizar que bcl-2 es un
factor de supervivencia muy importante para células progenitoras precoces,
posiblemente a través de la prevencion de la muerte celular programada en el
compartimento regenerativo, y para cé€lulas completamente diferenciadas de larga
vida.

1.6.3.2 Otros miembros de la familia Bcl-2

Se han identificado, en mamiferos, al menos 15 genes que tienen homologia en la
secuencia con el gen bcl-2 y se han clasificado como miembros de la familia de genes
bcl-2. A su vez, se han dividido en dos grupos, en base al efecto que tienen sobre el

ciclo celular (100). (Tabla 1.1)

Antiapoptoéticos Proapoptéticos
Bcl-2 Grupo Mdt  Sélo BH3
Bel-x | Bax Bik
Bel-w Bcl-xs Blk
Mcl 1 Bok Hrk
A1 Bak BNIP 3
NR-13 Bim
BHRF 1 Bad
DRF 16 Bid

EGL-1

Tabla 1.1. Familia Bcl-2
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Las proteinas codificadas poseen, al menos, uno de cuatro dominios
homologos al bcl-2 (BH1, BH2, BH3 y BH4). Las inhibidoras de la apoptosis
contienen el BH1 y el BH2; incluso las de mayor homologia con el bcl-2 presentan los
cuatro dominios.

Sin embargo, las proteinas proapoptoticas pueden subdividirse en dos grupos
en relacion a la homologia estructural que compartan con el bel-2: el grupo Mdt, que
incluye bax, bak y bok, que contiene 3 dominios (BHI1, BH2 y BH3) homdlogos al
bel-2; y el grupo de proteinas “asesinas”, que tan solo coinciden estructuralmente con
una pequeia region central (9 a 16 residuos) del dominio BH3; este grupo incluye bik,

blk, hrk, BNIP 3, bim L, bad, bid y EGL-1 (101 ) (Fig. 1.17).

C 4
Anti-apoptosis ﬂ N

Bcl-2, Bel-x,,
=T

Mcl-|

Pro-apoptosis

T

Mrtd/Bok

Bel-xs BH4 “BH3
Bik. Hrk,  o— T — T n

Bim, Blk

Bad, Bid +

Fig. 1.17. Familia Bcl-2
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1.6.3.3 Bax

La primera proteina conocida asociada con bcl-2 in vivo (bax=bcl-2 associated
protein X). Es una proteina de 21 kD con la habilidad de suprimir la capacidad de bcl-
2 para bloquear la apoptosis (102).

En algunos tejidos incluyendo mama, estomago, piel, ganglios linfaticos, colon
e intestino delgado, entre otros, los patrones de expresion de bax y bcl-2 estan
regulados de forma paralela, lo que sugiere un antagonismo activo entre ambas
proteinas (96). Por otro lado, también se ha visto que la expresion de bax se localiza

especialmente en areas cuyas células tienen una alta tasa de apoptosis.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar el papel regulador de esta
interaccion proteina-proteina en el control de la apoptosis (103):
a) Bax podria funcionar como una molécula inductora de muerte celular, que es
neutralizada por bcl-2;
b) Bcl-2 podria funcionar como un represor de muerte celular, que es neutralizado por
competencia con una molécula inerte de bax;

c¢) Bcl-2 podria tener una funcidon bioquimica totalmente opuesta a bax.

En otros tejidos bax se distribuye paraddjicamente. Asi, en algunas células de
larga vida como las neuronas en el sistema nervioso central, la expresion de bax es
alta, mientras que en células de corta vida tales como granulocitos y timocitos
corticales su expresion es nula o escasa, lo que sugiere que, o bien la via bcl-2/bax no
es responsable de la regulacion de la vida y la muerte en estas células, o bien que otros
miembros de la familia bcl-2 son expresados en estas células y contribuyen a la

regulacion de la muerte celular. Sin embargo, las neuronas estan entre las células mas
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sensibles para la induccion de muerte celular por pérdida de factores de supervivencia
(neurotrofinas), hipoxia, hipoglucemia y una variedad de otros insultos. Por tanto, los
altos niveles de bax encontrados en varios tipos de neuronas del sistema nervioso
central, ademas de poder contribuir a su inherente estado de vulnerabilidad, sugieren
que bax por si solo es insuficiente para poner en marcha la via de muerte celular en
estas células, e implica un antagonismo activo entre bax y presumiblemente otros
miembros de la familia de proteinas bcl-2 para mantener la supervivencia de esas

células de larga vida (104).

1.6.3.4 Indice Bax/Bcl-2
La razon entre la proteina Bax, apoptdtica, y su homdloga antiapoptotica, Bel-
2, se ha considerado como un indice apoptotico. Parece ser un buen indicativo de la

relativa resistencia al estimulo que puede iniciar la muerte celular (105).

1.6.3.5 Bel-x

El gen Bcl-x presenta una forma larga (L) y una forma corta (S). La proteina
producida por la forma larga, Bcl-xL, tiene un 47% de homologia con bcl-2 y una
distribucion celular semejante a este, lo que sugiere que ambas proteinas funcionan de
una manera similar. Por el contrario, el producto derivado de la forma corta, Bcl-xs,

antagoniza con la inhibicion de la muerte celular programada por las dos anteriores

(106-107).

1.6.3.6 Bak
La proteina Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer) aumenta la tasa de

apoptosis inducida por la deprivacion de factores de crecimiento de fibroblastos,
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neuronas y cé€lulas linfoides murinas, lo que sugiere que funciona principalmente
como un promotor de apoptosis (108). Bak se expresa ampliamente en epitelios
complejos incluyendo nasofaringe, es6fago, colon y vejiga, en los que tiene un papel

pro-apoptético.

1.6.3.7 Mcl-1

El gen Mcl-1 (Mieloid cell leucemia-1), descubierto en células de la leucemia
mieloblastica, funciona de manera similar a bcl-2, bloqueando la apoptosis en células
hematopoyéticas mas diferenciadas. Este gen codifica una proteina de 37 kDa que
tiene una homologia significativa con bcl-2 pero, al contrario que esta, su expresion es
mayor en las células mas diferenciadas de epidermis, intestino, colon, prostata,
nasofaringe y via aérea superior. Esto sugiere que ambos desempeian funciones

diferentes en la regulacion in vivo de la apoptosis (109).

1.6.4 La apoptosis en el sistema cardiovascular

El interés que actualmente despierta el estudio de la apoptosis en medicina es grande.
En los ultimos diez afios se han publicado hallazgos que sugieren que la regulacion de
la apoptosis puede estar alterada en diversas enfermedades del corazon y de los vasos

sanguineos .

En el sistema cardiovascular la apoptosis puede ser parte del proceso de renovacion,

pero por defecto de mitosis o exceso de muerte celular, puede constituir un proceso

patologico (110,111).
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En el ventriculo derecho ocurre una remodelacion fisioldgica después del nacimiento
cuando ya este ventriculo no tiene que cumplir con la funcion hemodindmica
intrauterina (111). Una cantidad importante de células de ese ventriculo mueren de
manera programada después del nacimiento. Esto suele durar apenas unos dias, pero
en ciertas condiciones se prolonga indefinidamente y ocurre la denominada
miocardiopatia de Uhl ,caracterizada por una dilatacion extrema del ventriculo

derecho con la consecutiva insuficiencia ventricular derecha (112,113).

Otra enfermedad relacionada con la enfermedad de Uhl, en la que también se ha
demostrado apoptosis, es la displasia arritmogénica del ventriculo derecho (112-114)
,en la que la infiltracion fibrotica que sustituye al miocito apoptdtico, crea el sustrato

para arritmias potencialmente letales (114).

Otra entidad en donde se ha demostrado muerte celular programada es la
miocardiopatia dilatada, principalmente en su forma idiopatica (113). En ella se ha
demostrado que aproximadamente el 0,2 por ciento de las células tenian caracteristicas
apoptoticas (113). Esta cantidad aparenta ser poco influyente en la funcion del
corazdn, pero si se toma en cuenta que la muerte celular ocurre en cuestion de horas y
si se trata de un proceso ininterrumpido sin replicacion celular compensadora,

alrededor del 50 por ciento de la masa ventricular se perderia en un afio.

La apoptosis parece también jugar un papel importante en la formacion anatomica de
los nodos sinusal y auriculoventricular (115). En efecto, una buena cantidad de
pequeiias células P redondas u ovoides presentes en el nodo sinusal en el nacimiento

va desapareciendo poco a poco por un proceso exclusivamente apoptotico, sin que
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medie el menor signo inflamatorio. Algo semejante ocurre en el nodo
auriculoventricular. Las conexiones auriculoventriculares son eliminadas en la
remodelacion posnatal. La persistencia de algunas de estas conexiones podria ser el
origen de algunos fasciculos accesorios como aquellos que se encuentran en el
sindrome de Wolf Parkinson White y en el bloqueo auriculoventricular acompafniado
de arritmias ventriculares (116).

James T.N. y colaboradores han demostrado muerte celular exagerada sin inflamacion
previa en el nodo sinusal de pacientes con sindrome de QT largo que tienen sincope y

arritmias potencialmente letales (117).

En la remodelacion que ocurre en el tejido aparentemente sano después de un infarto
del miocardio hay una reexpresion del programa fetal genético, con disfuncion
progresiva (118). Esta situacion puede ser causada por la muerte programada de tejido
viable y de hecho, se ha demostrado que en el tejido sano contiguo a la necrosis

postinfarto hay células apoptoticas (118,119).

Se han dado evidencias en tejido aislado, asi como en modelos experimentales, que
puede ocurrir apoptosis en respuesta a la isquemia-reperfusion (120), al infarto del
miocardio (118), a la estimulacion eléctrica rapida del miocardio (121), al estiramiento
mecanico (122) y a la sobrecarga debida a la constriccion aortica (123). También se ha
visto que constantemente ocurre apoptosis miocardica en oOrganos diana de ratas

hipertensas (124).

También se han hallado evidencias del papel de la apoptosis en las células musculares

y del endotelio de los vasos sanguineos en el desarrollo de la aterosclerosis (125).
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1.6.5 Apoptosis v Alprostadil

Recientemente se ha descrito el papel supresor de la apoptosis en enfermedades
inflamatorias como la hepatopatia cronica, en la que la administracion de PGEI junto
con somastotatina, presentd un efecto protector de dafio hepatico al inhibir las
respuestas inflamatorias y de apoptosis (126).

También se ha descrito de forma experimental su posible papel terapeutico en
determinadas enfermedades por su influencia sobre los mecanismos de la apoptosis,
como en los gliomas cerebrales (127), hepatocarcinomas (128,129), o el cancer
colorectal (130).

Tambien se ha visto que la perfusion de PGE1 al higado en isquemia, previo al
transplante hepatico, presenta efectos protectores al dafo isquemia-reperfusion en parte

por modificacion de los indices apoptdticos (131).
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2. HIPOTESIS

El alprostadil (prostaglandina E1) es una prostaglandina natural, presente en las
vesiculas seminales y tejidos del cuerpo cavernoso de los varones y en la placenta y
ductus arteriosus del feto. Tiene un efecto reconocido como vasodilatador y
antiagregante, por lo que es utilizado actualmente en el tratamiento de los pacientes con
isquemia critica (estadios III y IV de Fontaine) no revascularizable, y en los pacientes
con isquemia critica que son revascularizados como terapia adyuvante para mejorar la

perfusion tisular periférica.

Se conoce bien el efecto que realiza esta droga a nivel del endotelio, pero no se conoce
con exactitud si produce algiin efecto sobre el musculo esquelético. La mejora de la
perfusion que se produce por su efecto vasodilatador podria cambiar el patron empleado
para obtener energia por si s6lo, pero ademas como efecto pleiotropico podria tener un
efecto directo sobre el propio musculo, y fundamentalmente sobre su metabolismo
aerobico o anaerdbico cuando estamos ante un estado isquémico. Por lo tanto, el efecto
del alprostadil sobre el metabolismo del musculo prodria presumiblemente ser diferente

en el musculo isquémico respecto al no isquémico.

La apoptosis de las células es un mecanismo activo de muerte tisular en el que
participan prooncogenes como el Bcl-2 y el Bax. Por ésto, en base a los hallazgos
descritos en la literatura sobre la apoptosis de la célula de musculo esquelético en el
estado isquémico, y basandonos también en la hipdtesis de que el alprostadil podria
modificar el metabolismo energético en el musculo sano e isquémico, en la segunda

parte de este trabajo de tesis analizaremos el efecto de alprostadil sobre el estado
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apoptotico del musculo esquelético. Para ello,valoraremos si existen diferencias en
cuanto a los marcadores de apoptosis Bcl2 y Bax en el musculo isquémico respecto al

sano, y el posible efecto que el alprostadil pueda tener sobre estos.
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3. OBJETIVOS

Estudiar las diferencias existentes en el perfil protedmico del metabolismo del
musculo sometido a isquemia frente al musculo con un correcto nivel de
perfusion.

Determinar el efecto del alprostadil sobre el metabolismo energético del
musculo esquelético isquémico, comparandolo con el metabolismo energético
del musculo esquelético sano, mediante un estudio protedémico.

Determinar el efecto del alprostadil sobre dos de los principales productos del
metabolismo energético en el musculo esquelético isquémico, frente al sano.
Comprobar si en el musculo esquelético isquémico existe una actividad
apoptotica mayor que en el sano y si se modifica con el Alpostradil a través de la
cuantificacion de los niveles de expresion proteica de dos proteinas relacionadas

con los procesos apoptoticos, Bax y Bel2.
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4. MATERIAL Y METODOS

En la presente tesis se realizaron experimentos in vitro para estudiar el efecto del
alprostadil sobre el metabolismo energético del musculo esquéletico, tanto sano como
isquémico, observando cambios en la expresion proteica de las enzimas fundamentales
implicadas en las principales rutas metabolicas. Se obtuvieron segmentos de musculo
esquelético incubados con dosis de Sng/ml del farmaco dejando ademas uno de los
experimentos de cada muestra sin alprostadil como control. Ademas, se estudiaron

cambios en los principales metabolitos de estas rutas.

4.1. SELECCION DE PACIENTES

Entre Febrero y Noviembre de 2011 se obtuvieron muestras de 10 pacientes sometidos a
amputacion supracondilea de extremidad inferior. Los criterios de inclusion fueron
isquemia cronica avanzada de la extremidad (estadios IIl y IV de la clasificacion de
Fontaine), no revascularizable, con oclusién femoropoplitea en la exploracion fisica, y
buenos registros de volumen del pulso (PVR) a nivel de muslo distal en el estudio
hemodinamico. Se excluyeron aquellos enfermos con infeccion activa severa en el pie o
que hubieran recibido tratamiento anteriormente con alprostadil. En aquellos casos en
los que el paciente estuviera tomando estatinas y antiagregantes previamente, se realizo
un periodo de lavado de los mismos de al menos 10 dias. El reclutamiento se realizo de

forma consecutiva.
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En todos los pacientes se obtuvo consentimiento informado para su participacion y el
estudio fue aprobado por el Comité Etico del centro donde se llevo a cabo la obtencion
y procesamiento de muestras.

Se recogieron las siguientes caracteristicas de los pacientes: edad; sexo; factores de
riesgo cardiovascular: hipertension arterial (tension arterial sistolica> de 140 mmHg o
con tratamiento antihipertensivo), diabetes mellitus (glucemia basal >110 mg/dl o
HBAIc >7%, o tratamiento con antidiabéticos orales o insulina), dislipemia (cifras de
colesterol total >240 mg/dl, triglicéridos >150 mg/dl o ratio HDL/LDL<0,3, o con
tratamiento hipolipemiante), fumador (habitual o exfumador de menos de un afo);
enfermedad coronaria (historia de angina de pecho, infarto agudo de miocardio o
revascularizacion miocardica quirirgica o percutanea); insuficiencia renal (valores de
creatinina>1,5 mg/dl) y enfermedad cerebrovascular (antecedente de ictus, ataque

isquémico transitorio o revascularizacion carotidea previa).

4.2. OBTENCION DE LAS MUESTRAS Y CULTIVO

En cada paciente se obtuvieron especimenes de dos localizaciones: muestras de musculo

isquémico (extraido del musculo extensor corto de los dedos a nivel del pie) o grupo I; y

muestras de muasculo sano del borde de amputacion (musculo cuadriceps) o grupo S.

El material obtenido se conservd en medio estdindar RPMI blanco 1640 (/nvitrogen

Corporation: Gibco® RPMI 1640) en condiciones estériles y se cultivd de forma

inmediata.
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El medio RPMI 1640 fue inicialmente disefiado para el crecimiento de linfoblastos y
lineas celulares leucémicas en suspension, pero con los suplementos adecuados tiene un
amplio rango de aplicaciones en células de mamiferos.

Las piezas quirurgicas se cortaron en piezas de 10 mm de diametro y se cultivaron en
placas de cultivo con medio RPMI 1640 blanco en una atmodsfera de 95% 02, 5% CO2
a 37°C durante 48 horas y bajo condiciones estériles. El empleado en nuestro caso no
contiene rojo fenol para evitar alteraciones posteriores en los andlisis en los que se
utilizan métodos colorimétricos. Este medio esta constituido por la formulacion basal
estandar recogida en publicaciones previas (132), suplementado con aminoacidos no
esenciales y piruvato sddico. Ademads se suplementd con un 1% de suero fetal bovino
(SFB) (al tratarse de tejidos requieren menos suero SFB que los cultivos celulares), 5
mmol/l de glutamina, 2x10” pg/l de penicilina y 2x10° pg/l de estreptomicina. La

formulacion del medio se indica en la Tabla 4. 1.

De cada grupo de muestras (I y S) se realizaron 2 cultivos, uno basal, sin farmaco, y
otro con alprostadil, a una concentracion de 5Sng/ml. La concentracion se basd en
estudios similares realizados en células endoteliales (133,134) El medio se cambi6 cada
12 horas. Por tanto, de cada paciente se obtuvieron 4 cultivos (grupo I basal, grupo I con

alprostadil, grupo S basal, grupo S con alprostadil). (Fig 4.1.)
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Tabla 4.1. Formulacion del medio RPMI 1640 Gibco®

COMPONENTES
AMINOACIDOS
Glicina
L-Arginina
L-Asparagina
Acido L-Aspartico
L-Cistina 2HCI
Acido L-Glutamico
L-Glutamina
L-Histidina
L-Hidroxiprolina
L-Isoleucina
L-Leucina
L-Lisina
L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Prolina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptéfano
L-Valina
VITAMINAS
Biotina

Cloruro de colina
A.pantoténico
Acido folico
i-Inositol
Niacinamida
P-aminobenzoico
Piridoxina
Riboflavina
Tiamina

Vitamina B12
SALES

Nitrato de calcio
Sulfato magnésico
Cloruro potasico
Bicarbonato sodico
Cloruro sodico
Fosfato disédico
OTROS
D-Glucosa
Glutation (reducido)
HEPES

PESO MOLECULAR CONCENTRACION (mg/l)

75

174
132
133
313
147
146
155
131
131
131
146
149
165
115
105
119
204
117

244
140
477
441
180
122
137
206
376
337
1355

236
120
75
84
58
142

180
307
238

10
200
50
20
65
20
300
15
20
50
50
40
15
15
20
30
20
5
20

0.2
3
0.25

35

0.2
0.005
100
48.84
400
2000
5300
800
2000

5958

110

Molaridad (mM)

0.133
1.15
0.379
0.150
0.208
0.136
2.05
0.0968
0.153
0.382
0.382
0.274
0.101
0.0909
0.174
0.286
0.168
0.0245
0.111

0.000820
0.0214
0.000524
0.00227
0.194
0.00820
0.00730
0.00485
0.000532
0.00297
0.0000037

0.424
0.407
5.33
23.81
91.38
5.63

11.11
0.00326
25.03



Fig. 4.1. Esquema de cultivos

Control
Control
Alprostaciil Sng/ml 1 Alprostadil 5 ng/ml
MUSCULO MUSCULO
SANO (S) ISQUEMICO (I)

Las muestras de musculo fueron aisladas y homogeneizadas con el homogeneizador
Ultra-Turrax® T8 (IKA®-Werke). Dicho homogeneizador es una unidad de dispersion
para conseguir emulsiones y dispersiones con un alto rendimiento. El Ultra-Turrax® T8
(Figura 4.2.) es un instrumento de mano de alta calidad, con una potencia de hasta 100
watios y unas velocidades de 5000 a 25000 por minuto. Gracias al amplio rango de
velocidades y que el elemento dispersor tiene un didmetro de 5-8 mm, incluso pequenas

cantidades se procesan y dispersan rapidamente.
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Fig. 4.2. Ejemplo del instrumento Ultra-Turrax® T8.

Las muestras se homogeneizaron en una solucion tampon (rehydratation buffer) que
contenia un agente desnaturalizante (urea), un agente detergente (CHAPS y anfolitos) y

un agente reductor (ditiotreitol) en las concentraciones que se exponen a continuacion

(Tabla 4.2):
LI B (< T & mol/l
O CH A P S W Ve e, 2%
®  DIHOIEItOl. . oottt 40 mmol/1

* Anfolitos Bio-Lyte (Laboratorios Bio-Rad, Hercules, Cal)...0.2%

o Azul de bromofenol W/ V. .......uue e 0.01%
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Tabla 4.2. Componentes, funcion y concentracion de la solucion de rehidratacion.

COMPONENTE FUNCION CONCENTRACION
Urea Desnaturaliza y solubiliza las proteinas 8 M/1

Solubiliza las proteinas y ayuda a

Detergente mantenerlas en solucion durante la 2%
(CHAPS) rehidratacion y electroforesis

Agente reductor Rompe los puentes disulfuro en las 40 mM
(ditiotreitol) proteinas

Anfolitos Ayudan a solubilizar las proteinas y a 0.2%

mantener el gradiente de pH entre 0.2-

2%

Posteriormente, los tejidos homogeneizados se centrifugaron a 10000 g durante 10

minutos y el sobrenadante se congel6 a -80 °C hasta su analisis.

4.3 ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2-DE)

El mapa de expresion proteica del musculo se realizo6 mediante electroforesis
bidimensional (2-DE), segin la técnica descrita en publicaciones previas (135), la
primera en un gradiente de pH inmovilizado (IPG-strips, BioRad) y la segunda sobre

geles de SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) al

10%.
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4.3.1 Cuantificacion de proteina

La cuantificacion de proteina se estimé utilizando el kit Pierce® BCA Protein Assay. Se
trata de una formulacion basada en el 4cido bicinconinico (BCA), compatible con

detergentes, para la deteccion colorimétrica y cuantificacion de las proteinas totales.

El principio del método del 4cido bicinconinico (BCA), patentado por Pierce
Biotechnology (Rockford, 1L, USA), es similar al procedimiento de Biuret, en cuanto
que ambos se basan en la formacion de un complejo Cu®"-proteina bajo condiciones
alcalinas, seguido de la reduccién del Cu®” en Cu'"(136). La cantidad de reduccion es
proporcional a la proteina presente. El BCA forma un complejo azul purpura con el
Cu'" por proteinas en medios alcalinos, de modo que permite monitorizar la reduccion
de Cu®" por las proteinas a un maximo de absorbancia de 562 nm y de este modo
cuantificar las proteinas. La estructura macromolecular de la proteina, el numero de
uniones peptidicas y la presencia de 4 aminodcidos en particular (cisteina, cistina,
triptofano y tirosina) han sido descritos como los responsables de la formacion de color
con BCA. La concentracion de proteinas se determina en referencia generalmente a una

proteina estandar comun, como la albiimina bovina.

El ensayo BCA es mas sensible y aplicable que los métodos de Biuret o de Lowry.
Ademas, tiene menos variabilidad que el método de Bradford. Entre otras caracteristicas
del ensayo BCA encontramos:

*  Me¢étodo colorimétrico, se lee a 562 nm

* Compatible con la mayoria de los detergentes 16nicos y no idnicos

* Mas rapido y facil que el método de Lowry

* Todos los reactantes son estables a temperatura ambiente durante 2 afios
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* Elrango de trabajo varia de 20 a 2000 wg/ml

* El complejo de color es estable

* Adaptable a microplacas

* Menor variacion proteina-a-proteina que con los métodos de tincion

* Esaplicable a un amplio rango de concentraciones de proteinas

La concentracion de proteinas se determind con referencia al estdndar, la albumina

bovina (Figura 4.3).

3.0

2.5

2.0

1.5

Net Asgp

1.0

-o- BGG
0.0 T T T T v T y
0 2560 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

Concentracion de proteina (ug/ml)

Fig. 4.3. Ejemplo de curva de comparacion de concentracion de proteinas frente a la

albumina bovina.

La cuantificacion de las proteinas se realizd siguiendo los pasos que se indican a

continuacion:

1. Preparacion de las diluciones estandar de BSA (albumina de suero bovino). Las
diluciones de BSA se prepararon a partir de ampollas de BSA de 2.0 mg/ml,

segun el siguiente esquema:
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Tabla 4.3. Diluciones de BSA indicando el volumen de disolvente, la relacion
volumen/fuente de BSA y la concentracion final de BSA. BSA: albumina de suero

bovino.

VOLUMEN DE  VOLUMEN/FUENTE CONCENTRACION

DISOLVENTE DE BSA FINAL BSA
A 700 wl 100 wl del estandar 250 ug/ml
B 400 ul 400 ul del vial A 125 ng/ml
C 450 ul 300 wl del vial B 50 ug/ml
D 400 ul 400 wl del vial C 25 ug/ml
E 400 ul 100 wl del vial D 5 ug/ml
F 400 ul 0 0 ug/ml (blanco)

2. Preparacion del reactivo de trabajo BCA.

Se empled como reactivo el kit Pierce® BCA Protein Assay. Para determinar el
volumen total de reactivo de trabajo se empled la siguiente formula: (x estandar + x
muestras problema) x (n° duplicados) x (volumen de reactivo de trabajo por
muestras= 200 ul)= volumen total. El reactivo de trabajo se prepara mezclando 50
partes de reactivo A (carbonato sddico, bicarbonato sddico, acido bicincininico y
tartrato sodico en hidroxido sédico 0.1 M) con una parte de reactivo B (sulfato
cuprico 4%).

3. Se pipetearon 25 ul de cada estandar o muestra problema por triplicado en
pocillos.

4. Se afiadieron 200 ul de reactivo de trabajo a cada pocillo y se mezcl6 el platillo

en un agitador durante 30 segundos.
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5. Se tapo el platillo y se incub6 a 37 °C durante 30 minutos.

6. Se dejo enfriar hasta temperatura ambiente.

7. Medida de absorbancia a 562 nm.

8. Se rest6 la absorbancia de la muestra blanco al resto de muestras.

9. Se preparo la curva estandar: en el eje de ordenadas la medida de absorbancia; en
el eje de abscisas, la concentracion conocida de BSA. A continuacion, en esta curva

se interpolan los valores obtenidos en el resto de muestras problema.

4.3.2 Primera dimension

Para la primera dimension de la 2-DE se cargaron muestras de 250 ug de proteina total
en tiras de geles de gradiente de pH inmovilizado (IPG) con un pH de 3 a 10 (Bio-Rad
ReadyStrip ™). El foco isoeléctrico se realizd con el sistema PROTEAN® IEF cell
(Laboratorios Bio-Rad) durante 3 dias y a temperatura ambiente (20°C). Este sistema
esta disenado para llevar a cabo la primera dimension y consiste en una fuente de
alimentacion programable con una plataforma Peltier que mantiene la temperatura
constante para asegurar la reproducibilidad. El rango de temperaturas varia desde 10 a
25 °C, lo que permite trabajar con un rango mas amplio de muestras de proteinas y
condiciones. Dicho sistema permite acomodar hasta 24 tiras de 7 cm o 12 de 17 cm para
realizar el foco isoeléctrico. Puede ser programado completamente para una

rehidratacion pasiva o activa (50 V). Las especificaciones técnicas se listan en la Tabla

4.4.
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Tabla 4.4. Especificaciones técnicas del sistema PROTEAN® [EF cell (Laboratorios

Bio-Rad).

Dimensiones 28x30x 14 cm

Voltaje 50-10000 V, incrementos de 10 V

Corriente 0-2.4 mA, incrementos de 1.0 uA

Potencia 0-24 W

PLATAFORMA

Peltier

Capacidad 24 tiras de 7 cm o 12 tiras de
11,17,18 0 24 cm.

Temperatura de 10-25 °C

operacion

Como se ha publicado con anterioridad (137,138), los geles fueron rehidratados
activamente a 50 V durante 60 horas, seguido de rapidas subidas lineales de tension y

voltaje, limitados por una corriente maxima de 50 uA por gel (139).
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4.3.3 Segunda dimension

En la segunda dimension las proteinas de las tiras se separaron segun su peso molecular
en geles de electroforesis de poliacrilamida y dodecil sulfato sodico al 10% (SDS-
PAGE) utilizando el sistema PROTEAN® II XL (Laboratorios Bio-Rad). Esta unidad
proporciona una gran area de separacion de las proteinas, lo que permite analizar
muestras con mayor carga y, finalmente, también obtener una mejor resolucion respecto
a los formatos de gel mas pequefios. Las especificaciones técnicas se incluyen en la

Tabla 4.5.
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Tabla 4.5. Especificaciones técnicas del sistema PROTEAN® Il XL (Laboratorios Bio-

Rad)

Nuimero de geles 14
Tamaiio del gel 18.3 x 20 cm (altura x longitud)
TAMANO del PLATO

Interno 20 x 20 cm
Externo 20 x 22.3 cm
Longitud del espaciador 223 cm
Volumen superior de tampon 350 ml
Volumen inferior de tampén 1.2L
TIEMPOS para el SDS-PAGE

Sin enfriamiento 5h
Con enfriamiento 3.5h

4.3.4 Tincidn
Posteriormente, los geles fueron tefiidos con nitrato de plata utilizando el kit Silver Stain

Plus (Laboratorios Bio-Rad), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El Silver Stain Plus es un sistema rapido y sencillo para detectar proteinas en los geles
de poliacrilamida tras la electroforesis. Esta tincion con plata es muy sensible, pudiendo
detectar incluso cantidades de nanogramos de proteinas. El kit Silver Stain Plus contiene

los siguientes componentes:

* Concentrado potenciador del fijador

* Solucion de complejo de plata, que contiene NH4NO3; y AgNO;

120



« Acido tungstosicilico, compuesto por silicio y tunsgteno (Ha[Si(W3010)4]-H,0)
y que a 20 °C es completamente soluble
* Formaldehido

* Carbonato de sodio (Na,COs) como agente acelerador de la tincion

Es muy importante destacar que la tincién con plata utilizada fue compatible con
posteriores pasos de espectrometria de masas. El siguiente paso fueron dos lavados con
agua destilada de un minuto de duracion cada uno para seguidamente aplicar la solucion
de revelado compuesta de carbonato sodico y formaldehido en agua destilada. Una vez
que los geles alcanzaron el grado de tincidon deseado se pard el proceso mediante el

empleo de una solucion con EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) en agua destilada.

4.3.5 Adquisicion de imagenes y analisis

Los geles teniidos fueron escaneados utilizando un escaner UMAX POWERLOOK III
operado por el software ScanMagic V 4.5. El analisis de la imagen se realiz6 utilizando
el programa Quantity One 4.2.3 (Laboratorios Bio-Rad) (Figura 4.4). Dicho software
permite la adquisicidn, cuantificacion y analisis de gran variedad de datos, incluyendo
muestras tefiidas adquiridas mediante sistemas de geles. Las imagenes fueron
configuradas, marcadas y, posteriormente, editadas. A la intensidad del volumen de
cada punto le fue sustraida la intensidad correspondiente al fondo y el volumen
resultante fue normalizado in situ con el valor densitométrico correspondiente a la

actina o.
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Fig. 4.4. Ejemplo de pantalla de analisis con el programa Quantity One.

La identidad de cada punto de realizd por comparacion con la base de datos Swiss Prot
(ExPASy). La densidad de los puntos estudiados mas importantes se confirmd con

espectrometria de masas.

4.4 ESPECTROMETRIA DE MASAS (EM)
La espectrometria de masas (EM) es una tecnologia analitica esencial en el contexto de
la protedmica actual debido a su alta capacidad de andlisis, su sensibilidad y su

precision en la determinacion de masas moleculares proteicas.
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Material utilizado

* Agua Milli-Q ™ (Merk Millipore)

* Acetonitrilo (CH3CN) al 100%

* Sistema SpeedVac® (Thermo Scientific)

* Ditioeritritol (C4H;00,S>)

* Bicarbonato amoénico (NH4HCO3)

* Jodoacetamida (C,H4INO)

* Tripsina (Promega®)

 Acido trifluoroacético (TFA, CF3COOH)

*  Puntas mmol-18 Zip (Millipore)

* Matriz de a-ciano 4-hidroxi-trans-cinamico (Sigma)
* Placa de MALDI (Pro MS MALDI Genomic Solutions)
* 4700 Proteomic Analyzer (Applied Biosystem)

* Calibradores estandar (Applied Biosystem)

Meétodo

Para la identificacion de las proteinas de interés, los puntos se extrajeron manualmente
de los geles utilizando un punzon para biopsias (139,140). La identificaciéon de cada
proteina se llevo a cabo extrayendo el mismo punto de interés en tres geles diferentes.
La tincién de plata fue solubilizada y eliminada y los puntos fueron lavados tres veces
con agua Milli-Q™ (Merk Millipore). Con este sistema se puede obtener agua ultrapura
para este tipo de aplicaciones en el laboratorio, teniendo las siguientes caracteristicas:
un nivel de resistividad de 18,2 MegaOhmios.cm a 25 °C y un nivel de carbonato

organico total inferior a 10 ppb. Los sistemas Milli-Q™ constan de varias etapas de
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purificacion, cada una de ellas disefiada para eliminar una determinada gama de

contaminantes. Se utilizé el médulo Gradient A10 (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Especificaciones del agua producida por el sistema Milli-Q ™ Gradient

Al0.

‘ ESPECIFICACIONES

Resistividad (MQ.cm) a 25 °C 18.2

Nivel de COT (valores tipicos) 1-5

Nivel de pirogenos (Eu/ml) NE
Bacterias (UFC/ml) <1
Particulas > 0.22 pm (P/ml) <1
Caudal (L/min) 1.5

Después las muestras se incubaron con acetonitrilo (CH3;CN), utilizado como
disolvente, al 100% durante 5 minutos y otros 30 minutos con TFA el 5% y acetonitrilo

al 50% y se secaron con un sistema SpeedVac* (Thermo Scientific).

Como se ha publicado previamente (135), las muestras se redujeron con ditioeritritol
(C4H100,S;) en bicarbonato amoénico (NH4HCO;) y posteriormente fueron alquiladas
con iodoacetamida (C,H4INO), un inhibidor irreversible de todas las cisteina peptidasas
(mediante el mecanismo de alquilacion de los residuos cataliticos de la cisteina), en
bicarbonato amoénico. Finalmente, las muestras fueron digeridas con 12.5 ng/ul de
tripsina (Promega®, Madison, WI) en 25 mM de bicarbonato de amonio (pH 8.5) a

37 °C durante toda la noche.
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La tripsina utilizada es una enzima peptidasa de origen porcino, modificada mediante
metilacion, que hidroliza especificamente los enlaces peptidicos del extremo carboxilo
de los residuos lisina (Lys) y arginina (Arg). Su actividad maxima se establece a un pH

entre 7y 9 y se inactiva de forma reversible a un pH de 4.

Tras la digestion, los péptidos se extrajeron del gel mediante una solucion de 100
mmol/l de bicarbonato amoénico (NH4HCOs;3). Estos extractos se liofilizaron y
resuspendieron en acido trifluoroacético (TFA, del inglés TriFluoroAcetic acid, con la
formula CF;COOH) al 0.1%. Los péptidos se purificaron usando puntas mmol-18 Zip
(Millipore). Para la espectrometria de masas se mezclo 1 ul de los extractos purificados
con 1 ul de matriz de o-ciano 4-hidroxi-trans-cinamico (Sigma) en acetonitrilo
(CH3CN) al 50%. Un microlitro de esta mezcla se cargd en una placa de MALDI (Pro
MS  MALDI  Genomic  Solutions, del inglés  Matriz-Assisted  Laser

Desorption/lonization) y se dejo secar al aire a temperatura ambiente.

Los espectrometros de masas utilizados en el analisis de proteinas o péptidos pueden ser
divididos basicamente en dos partes: la fuente de iones y el detector. La fuente de
ionizacion MALDI se asocia a un analizador de tiempo de vuelo (TOF-Time of Flight)
en el que los iones se separan en funcion de su relacion masa/carga tras ser acelerados
en un campo eléctrico o a un analizador TOF/TOF que proporciona un mejor enfoque
de los iones y, por tanto, mayor resolucion y precision masicas. En el primer TOF los
iones son acelerados a bajo voltaje, favoreciendo la fragmentacion metaestable.
Mediante un pulsador se selecciona un determinado ion padre y sus iones fragmento,

que son acelerados a un potencial mayor y separados en el segundo TOF.
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La espectrometria de masas se realizo utilizando el aparato 4700 Proteomic Analyzer
(Applied Biosystem) y el analisis se efectu6 en modo reflector positivo. Todos los
espectros de masas se calibraron usando una mezcla de calibradores estandar (Applied
Biosystem). Con el analisis en modo MS obtuvimos un espectro de masas denominado
“huella peptidica” (Fig. 4.5), y algunos de los péptidos observados se analizaron en
modo MS/MS, como se ha publicado anteriormente (135). El modo MS/MS obtiene
espectros de fragmentacion de las 3-5 masas mayoritarias dentro de cada una de las
huellas peptidicas. Los péptidos con una relacion sefial-ruido mayor de 20 se
consideraron en la Base de Datos Mascot (MatrixScience, UK) para la identificacion de
la proteina. Para llevar a cabo dicha identificacion se utilizo la base de datos Mascot 1.9

(http://www.matrixscience.com) como algoritmo para comparar los péptidos obtenidos

por espectrometria de masas.

4700 MS/MS Precursor 2083.08 Spec #1[BP = 878.4, 2444]
878.3978

100, 24440
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=
2 6213411 1695.8964
Q
£ sof 1445851 1549.7975
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40| 551.2075

1594.894f7 1239960
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D - 693.9 11909.0070
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Fig. 4.5. Ejemplo huella peptidica de anexina A2
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La base de datos Mascot (MatrixScience, UK) es una potente maquina de busqueda para
identificar proteinas de bases de datos primarias. Nos permite integrar todos los
métodos de busqueda probados: la huella peptidica o los fragmentos derivados del

modo MS/MS.

Tras analizar la mezcla de péptidos mediante MS obtuvimos un conjunto de valores de
masas moleculares que cruzamos con la base de datos Mascot. Para cada entrada en la
base de datos de proteinas la maquina simula la rotura de los enlaces especifica de la
tripsina utilizada en la digestion de las proteinas, calcula las masas de los péptidos
previstos y compara el conjunto de valores de masas calculadas con los obtenidos de
forma experimental. Para realizar la busqueda, se introdujo la huella peptidica y después

de un corto periodo de tiempo, se recibieron los resultados.

El anélisis protedmico que realizamos se centro en las principales proteinas implicadas
en las distintas vias metabolicas de la célula muscular: triosa-fosfato-isomerasa (TPI),
malato deshidrogenasa (MDH), lactato deshidrogenasa (LDH) y piruvato carboxilasa

(PC).

4.5 DETERMINACION DE LACTATO Y PIRUVATO

Para la determinaciéon del piruvato y lactato, principales productos de las vias

metabolicas analizadas, se emplearon, respectivamente, los kits de ensayo K609-100 y

K607-100 (BioVision Research Products, CA, USA).
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4.5.1 Determinacion de piruvato

En el ensayo empleado el piruvato es oxidado por la piruvato oxidasa mediante
reacciones enzimaticas que generan color (A=570 nm) y fluorescencia (Ex/Em=535/587
nm). El color/fluorescencia es proporcional al contenido de piruvato de la muestra. Las

principales caracteristicas del Pyruvate Assay Kit (K609-100) son:

* Deteccion basada en la absorbancia (570 nm) o fluorescencia

* Permite utilizar muestras de cultivos celulares y tisulares, orina, plasma, suero,
asi como otros fluidos.

* Deteccion de 1 a 200 uM de piruvato.

e M¢étodo sencillo con una duracion de unos 40 minutos

El Pyruvate Assay Kit contiene los componentes que se especifican en la tabla a

continuacion:

Tabla 4.7. Componentes del Pyruvate Assay Kit.

COMPONENTES 100 ENSAYOS COLOR NUMERO
Buffer Pyruvate Assay 25 ml WM K609-100-1
Sonda Pyruvate 200 wl Rojo K609-100-2A
Mezcla enzimatica Pyruvate Liofilizado Verde K609-100-4
Piruvato estandar (100 100 ul Amarillo K609-100-5
nmol/ul)
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Para medir la concentracion de piruvato mediante el ensayo colorimétrico se utilizaron

80 ug de cada homogeneizado de proteinas y se siguieron las instrucciones del

fabricante:

1. Preparacion de los reactivos:

La sonda Pyruvate se calentd hasta los 37 °C durante 1-2 minutos hasta
fundir la solucidon. Se mezcld bien y se evitd la exposicion a la luz y
humedad.

La mezcla enzimdtica Pyruvate se disolvio con 220 ul del buffer Pyruvate

Assay.

2. Protocolo del ensayo:

Primero se prepard la curva estandar del ensayo colorimétrico, diluyendo el
piruvato estandar hasta 1 nmol/ul al afiadir 10 ul del estdndar a 990 ul del
tampon. Posteriormente, se mezclo bien.

Después se prepararon las muestras para el ensayo en 50 ul/pocillo de
tampon en un plato de 96 pocillos. Se extrajeron las muestras con un
volumen cuatro veces mayor de tampon y se centrifugd hasta obtener el
extracto de piruvato.

Para cada pocillo se prepar6 un total de 50 ul de Reaction Mix, que contienia
los siguientes componentes: 46 ul de tampon, 2 ul de sonda y 2 ul de mezcla
enzimatica. Esta cantidad se afiadi6 a cada pocillo con las muestras.

Se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente, evitando la luz.

Se mididé a 570 nm en un microplato de lectura.

El célculo de la cantidad de piruvato se realizd utilizando la siguiente

formula: C=Py/Sv (nmol/ul o mM), donde Py era la cantidad de piruvato
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(nmol) de la muestra en relacion con la curva estandar y Sv era el volumen

de la muestra (ul) afiadido en el pocillo.

4.5.2 Determinacidn de lactato

En el ensayo empleado el lactato reacciona con una mezcla enzimatica para generar
color (A=570 nm) y fluorescencia (Ex/Em=535/587 nm). El color/fluorescencia es
proporcional al contenido de lactato de la muestra. Las principales caracteristicas del

Lactate Assay Kit (K607-100) son:

* Deteccion basada en la absorbancia (570 nm) o fluorescencia

* Permite utilizar muestras de cultivos celulares y tisulares, plasma, suero, medios
de fermentacion...

* Deteccion de 0.001 a 10 mM de lactato.

e M¢étodo sencillo

El Lactate Assay Kit contiene los componentes que se especifican en la tabla a

continuacion

Tabla 4.8. Componentes del Lactate Assay Kit.

COMPONENTES 100 ENSAYOS NUMERO
Buffer Lactate Assay 25 ml WM K607-100-1
Sonda Lactate 200 ul Rojo K607-100-2A
Mezcla enzimatica Lactate Liofilizado Verde K607-100-4
Lactato estandar (100 nmol/ul) 100 ul Amarillo K607-100-5
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Para medir la concentracion de lactato mediante el ensayo colorimétrico se utilizaron 80
ug de cada homogeneizado de proteinas y se siguieron las instrucciones del fabricante:

1. Preparacion de los reactivos:

- La sonda Lactate se calentd a temperatura ambiente y se evitd la exposicion
alaluz.

- La mezcla enzimatica Lactate se disolvido con 220 ul del buffer Lactate
Assay.

2. Protocolo del ensayo:

- Primero se prepar6 la curva estandar del ensayo colorimétrico, diluyendo el
lactato estandar hasta 1 nmol/ul al anadir 10 ul del estandar a 990 ul del
tampon. Posteriormente, se mezclo bien.

- Después se prepararon las muestras para el ensayo en 50 ul/pocillo de
tampon en un plato de 96 pocillos.

- Para cada pocillo se prepard un total de 50 ul de Reaction Mix, que contenia
los siguientes componentes: 46 ul de tampon, 2 ul de sonda y 2 ul de mezcla
enzimatica. Esta cantidad se afiadi6 a cada pocillo con las muestras.

- Se incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente, evitando la luz.

- Se midi6 a 570 nm en un microplato de lectura.

- El célculo de la cantidad de lactato se realiz6 utilizando la siguiente férmula:
C=Ly/Sv (nmol/ul o mM), donde Ly era la cantidad de lactato (nmol) de la
muestra en relacion con la curva estandar y Sv era el volumen de la muestra

(ul) afiadido en el pocillo.
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4.6 DETERMINACION DE BAX Y BCL-2

La expresion de Bcl-2 y Bax se detectd6 mediante dot-blot. El dot-blot es una
técnica para detectar, analizar e identificar proteinas, similar al Western-blot pero con la
diferencia de que las muestras de proteinas no se separan mediante electroforesis, sino
que son depositadas a través de plantillas circulares directamente en la membrana
sintética.

En resumen, el protocolo se realizd de la siguiente forma: las muestras de
musculo fueron pulverizadas y solubilizadas con tampon Laemmli. La misma cantidad
de proteinas (20 pg por pocillo) fue cargada en una membrana de nitrocelulosa dentro
de un aparato de filtracion multiple dot-blot. La cantidad de proteinas fue determinada
por el método del acido bicinconinico (BCA). El analisis fue realizado mediante

anticuerpos policlonales contra Bax y Bcl-2.

Descripcion de la técnica de dot-blot

La transferencia de proteinas o “blotting” consiste en la inmovilizacion de las
proteinas sobre membranas sintéticas para, a continuacioén, detectarlas mediante
sistemas de tincion de las mismas. El método més potente es el denominado “Western
blot”, en el que las proteinas son separadas en primer lugar mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida y posteriormente se transfieren mediante la aplicacion de un
campo eléctrico perpendicular al gel.

Otro método empleado, mdas sencillo, consiste en aplicar las proteinas
directamente en forma de una pequefia gota de una solucidon concentrada sobre la
membrana. La absorcion de la gota provoca la adhesion de la proteina a la membrana,

quedando en forma de una mancha o “dot”. Esta técnica es la empleada en nuestro caso.
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Existen dispositivos que facilitan la aplicacion de las proteinas directamente a la
membrana, aplicando una succion que facilita la penetracion de la solucion (Fig. 4.6).
Estos dispositivos se denominan “dot blot” o “slot blot”, en funciéon de que la proteina

quede aplicada en forma de gota circular o de una linea.

Fig. 4.6. Ejemplo de dispositivo dot-blot

El trabajar con las proteinas fijadas sobre una membrana en lugar del gel tiene
una serie de ventajas: son mas rapidas de tefiir y destefiir, se detectan cantidades
menores de proteinas pues se concentran en la superficie y no se diluyen en todo el

espesor del gel, las membranas son mas faciles de manipular que el propio gel.
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Cualquier procedimiento de “blotting” consta de 5 etapas:

1. Inmovilizacion de proteinas sobre la membrana, ya sea mediante transferencia
(electroforética, aspiracion, presion...) o mediante aplicacion directa.

2. Saturacion de todos los lugares de union de proteinas de la membrana no
ocupados para evitar la union no especifica de anticuerpos, que son proteinas.

3. Incubacion del “blot” con anticuerpos primarios contra la/s proteina/s de
interés.

4. Incubacion del “blot” con anticuerpos secundarios, o reactivos que actiian de
ligando del anticuerpo primario unidos a enzimas u otros marcadores.

5. Incubacion con los sustratos apropiados en aquellas bandas de proteinas
marcadas con enzimas para formar productos coloreados insolubles en el lugar

donde se encuentran las bandas de proteina.

Materiales empleados

-Dispositivo dot-blot de filtracion
-Membrana de nitrocelulosa de polifluoruro de vinilideno (PVDF)
-Papel de filtro
-Tampon Laemmli
Se prepard Laemmli 10x con:
* Tris base 30.3 gr
* (Qlycina 144 gr
e SDS10gr
* Agua destilada hasta completar 1 1
De este tampdn Laemmli 10x se hace una dilucion de una parte de 10x y 9 partes de

agua destilada, siendo este el tampdn empleado.
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-PBS para lavado

-Albimina de suero bovino (BSA)

-Anticuerpos primarios:
* Anti-Bax (IgG policlonal de conejo, de Oncogene®; Cat.PC 66-100 UG)
* Anti-Bcl2 (IgG monoconal de raton, de Oncogene®, Cat.OP 66-100 UG)
* Anti-B-actina (IgG monoclonal de raton, de SIGMA®, A-5441)
-Anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa de rdbano
* IgG Anti-raton, BD Pharmigen®
* IgG Anti-conejo, CHEMICON®

-ECL plus (Amersham, cod. RPN 2132)

Cuantificacion de las proteinas de la muestra

La cuantificacién de proteina se estimé utilizando el kit Pierce® BCA Protein

Assay, técnica ya descrita previamente en esta tesis (pags. 114-118).

Protocolo dot-blot

1. Inmovilizaciéon de proteinas sobre la membrana. En primer lugar se

prepar6 la membrana de nitrocelulosa: se lavd con metanol y a
continuacion con tampén neutro (PBS), depositdndose sobre el papel de
filtro. A continuacion se colocaron ambos dentro del dispositivo del dot-

blot y se cargd mediante pipetas de boca estrecha la misma cantidad de
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proteinas de cada muestra, 20 pg por pocillo, que de tampdon Laemmli en
los orificios.

Una vez cargados todos se aplica vacio en el dot-blot para acelerar la
transferencia y a continuacion se realizan lavados con PBS, extrayendo
después la membrana del dispositivo.

Saturaciéon de los lugares de union de proteinas de membrana. El

bloqueo de los sitios de union no-especificos de las proteinas se realizd
con BSA.

Incubacion con anticuerpo primario. La incubacion con los anticuerpos

policlonales anti-Bax y anti-Bcl-2 se realizé con una dilucion de 1:1000
durante 1 hora a temperatura ambiente, segun la bibliografia. También se
realizd un control de carga con B-actina para normalizar las muestras.

Incubacidén con anticuerpo secundario. A continuacidon se realizaron

lavados con PBS (3 durante 5 minutos) y se incubaron con el anticuerpo
secundario marcado con peroxidasa (anticuerpos antiespecie anti-raton y
anti-conejo, obtenidos inoculando en la especie productora
inmunoglobulinas de la especie a detectar) con una dilucion de 1:1500
durante 1 hora a temperatura ambiente.

Incubacién con el sustrato. Nuevamente se realizaron lavados con PBS y

se incubd con ECL plus (Amersham Bioscience, cod. RPN 2132).
Inmediatamente después de la oxidacion se ley6 a 428 nm, con un
maximo de emision entre 15 y 20 minutos despues de iniciada la

reaccion.
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4.7 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd mediante tests no paramétricos (U de Mann-Whitney,
Wilcoxon). Se exigié un valor de p menor de 0.05 para considerar diferencias
estadisticamente significativas. El andlisis de los datos obtenidos se realiz6 mediante el

programa IBM -SPSS para Windows. Version 16.0 ( SPSS Inc.,CA,USA) .
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

En la Tabla 5.1 se resumen las caracteristicas clinicas de los pacientes.

Caracteristicas de los pacientes

Edad (afios) 76 (63-84)

Sexo varon 8/10

Hipertension arterial 7/10

Diabetes mellitus 7/10

Dislipemia 5/10

Fumador (*) 4/10

Enfermedad coronaria 5/10

Insuficiencia renal 3/10

Enfermedad cerebrovascular 3/10

Tabla 5.1.- Caracteristicas clinicas de los pacientes. *Fumador actual y hasta 10 arios

antes.
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5.2. ANALISIS ENZIMATICO

El anélisis protedmico que realizamos se centro en las principales proteinas implicadas

en las distintas vias metabolicas de la célula muscular. Los resultados se resumen en la

Tabla 5.2.

Grupo Sano Grupo Isquémico

Basal Alprostadil Basal Alprostadil
TPI (UAD) 73415 50+17 100+39 55+34
MDH (UAD) 2196+348* 2088+177 644+192* 7614273
LDH (10°UAE/ml) 35,7549,51 63,25+9,98 35,36+12,15 53,15+7,72
Lactato (wmol/l) 0,22+0,044 0,24+0,046 0,109+0,01 0,113+0,01
Piruvato (umol/l) 1,46+0,28 1,53+0,28 1,24+40,31 1,59+40,26
PC (UAD) 1,80+ 1,271 | 6,72+ 2,13¢ 3,16+ 2,25+ 8,16+ 3,63+

Tabla 5.2. Proteinas implicadas en las distintas rutas metabolicas y sus productos. TPI:
triosa-fosfato-isomeras, MDH: malato deshidrogenasa, LDH: lactato deshidrogenasa,
PC: piruvato carboxilasa. UAD: Unidades Arbitrarias Densitométricas, UAE:
Unidades de Actividad Enzimdtica

*0<0,05 Grupo S vs Grupo I; 1 p< 0,05 basal vs alprostadil
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En cuanto a los enzimas glucoliticos, la triosa-fosfato-isomerasa, una de las enzimas
claves en la regulacion de la via glucolitica, no mostré diferencias en el musculo

isquémico frente al sano, ni tampoco al incubarlo con alprostadil. Fig. 5.1

EXPRESION TRIOSA FOSFATO ISOMERASA

250 Mdasculo sano Mdasculo isquémico
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Figura 5.1. Expresion de Triosa fosfato Isomerasa
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En cuanto a la via anaerobica, se observo un aumento de la lactato deshidrogenasa
(LDH) al incubar con Alprostadil tanto en el grupo S como en el I, aunque no

significativo (Fig. 5.2).

ACTIVIDAD LACTATO DESHIDROGENASA

80 - Mdusculo sano Musculo isquémico
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0 : :

ACTIVIDAD LDH (10 exp 5 U/mL)

Basal Alprostadil Basal Alprostadil

Fig 5.2. Actividad enzimatica de Lactato Deshidrogenasa
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Respecto a las proteinas del ciclo de Krebs, se observd una disminucion significativa de
la malato deshidrogenasa (MDH) en el musculo isquémico respecto al musculo sano,

sin existir diferencias al incubar con alprostadil. Fig. 5.3

EXPRESION MALATO DESHIDROGENASA

3000 - musculo sano Mdsculo isquémico
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0 : :
Basal Alprostadil Basal Alprostadil

Fig. 5.3. Expresion de Malato Deshidrogenasa,disminucion significativa. *p<0.05

respecto a musculo control sin alprostadil
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La piruvato carboxilasa se elevo en las muestras incubadas con alprostadil 5 ng/ml,

tanto en el control como en el musculo isquémico. (Fig. 5.4).

EXPRESION PIRUVATO CARBOXILASA
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Fig. 5.4. Expresion de Piruvato Carboxilasa, 1 p< 0,05 basal vs alprostadil
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5.3. CONTENIDO DE LACTATO Y PIRUVATO

El Lactato no presentd diferencias significativas en el valores musculo isquémico

respecto al sano, tampoco al anadir Alprostadil. (Fig. 5.5).

CONTENIDO DE LACTATO

0,35 1 Musculo sano Muasculo isquémico
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LACTATO (Nmol/L)

Fig. 5.5. Contenido de Lactato
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No se observaron diferencias en los niveles de piruvato en ninguna de las muestras

(Figura 5.6).

CONTENIDO DE PIRUVATO
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Fig. 5.6. Contenido de Piruvato
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5.4 DETERMINACION DE MARCADORES DE APOPTOSIS

En cuanto a los valores obtenidos de los marcadores de apoptosis , no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas . Se resumen en la tabla 5.3 y en las

figuras 5.7y 5.8.

Grupo S Grupo 1

Basal Alprostadil Basal Alprostadil
Bax (UAD) 132.5+£47.1 | 78.6+ 35.8 48.6+ 34.7 60.4+29.1
Bcl-2 (UAD) 16.346.3 23.9+5.9 11.846.8 14.948.9

Tabla 5.3. Proteinas implicadas en la apoptosis. UAD: Unidades Arbitrarias

Densitomeétricas
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EXPRESION BCL2
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Fig. 5.7 Expresion de Bcl-2

EXPRESION BAX
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Fig. 5.8 Expresion de Bax
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6. DISCUSION

6.1 EN RELACION A LAS PROTEINAS DEL METABOLISMO ENERGETICO

Las proteinas estan envueltas en todas las funciones celulares, controlan cualquier
mecanismo que ocurre en el interior celular y son modificadas en diferentes
enfermedades.

El proteoma de una célula es el conjunto de proteinas que se expresan en una c¢lula. Por
lo tanto, el proteoma dicta el fenotipo de la célula y su funcionalidad asi como la
funcionalidad del tejido en el cual la célula esta contenida. El fenotipo puede variar en
condiciones normales, Unicamente por el estado de crecimiento de la célula o la edad,
ademas de evidentemente variar por la intervencion en respuesta a los estimulos que
aparecen durante enfermedades cronicas o agudas. Las proteinas pueden sufrir
modificaciones postransduccionales debido a situaciones patoldgicas o incluso a
tratamientos farmacologicos.

El proteoma, por lo tanto, es un elemento dinamico de la célula, a diferencia del genoma
que es un elemento estatico.

La protedmica es el estudio del proteoma, o lo que es lo mismo de las proteinas de una
célula que se expresan en un momento dado, pero no solo aquellas que aparecen en la
célula mediante la expresion de un gen, sino también todas aquellas modificaciones
proteicas debidas a transcriptos alternativos o modificados en el proceso
postranslacional asi como la combinacion de estos dos.

En resumen, y en términos sencillos, la protedbmica nos va a permitir comparar la
expresion proteica general de las células, sometidas a diferentes maniobras
experimentales. Hasta el momento actual la protedmica en investigacion cardiovascular

se ha realizado mayoritariamente en miocardiopatias(141-142)
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La glicolisis es una de las vias metabolicas principales de obtencion de la energia. Los
10 pasos enzimdticos de conversion de la glucosa en piruvato se continlan en
condiciones aerobicas con la reaccion del ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs y la
fosforilacion oxidativa.

Sin embargo, bajo condiciones anaerodbicas, el piruvato es convertido en lactato en los

tejidos musculares (Fig. 6.1).

Piruvato
carboxilasa

Piruvato » Lactato

» OAA

Fig. 6.1 Esquema de las vias metabdlicas. LDH:

Lactatodeshidrogenasa, OAA: Oxalacetato

En los ultimos afios se han realizado multiples estudios de protedmica en el musculo

esquelético(143). Los niveles de expresion y las modificaciones post-transduccionales
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de los enzimas glicoliticos estan claramente alterados durante el desarrollo, o distintos
procesos adaptativos fisiologicos como la actividad neuromuscular aumentada o la
atrofia por desuso. La via glicolitica también se modifica en muchas enfermedades
neuromusculares, incluyendo la debilidad en la contraccion muscular relacionada con la
diabetes, la distrofia muscular o la sarcopenia de la vejez.

La isquemia cronica de miembros inferiores supone una situacion patologica a nivel del
musculo, con una disminucion del aporte sanguineo, y con ello de oxigeno y otras
sustancias, ante el que se establecen respuestas a nivel molecular. En este estudio hemos
analizado la protedmica de las células musculares en pacientes con isquemia de la
extremidad, a nivel de los principales enzimas metabolicos y sus productos, y su
relacion con el musculo sano. Asi mismo, se estudia por primera vez el efecto del
alprostadil sobre ambos.

Hemos encontrado en el musculo isquémico una disminucion de la malato-DH, enzima
del Ciclo de Krebs, no encontrandose diferencias en la glucolisis (triosa-fosfato-
isomerasa) . En cuanto a la via anaerobica, se observdo un aumento de la lactato
deshidrogenasa (LDH) al incubar con Alprostadil tanto en el grupo S como en el I,
aunque no significativo , sin enmargo no hubo diferencias significativas del lactato en
musculo isquémino frente al sano ni tampoco con Alprostadil.

El Alprostadil produjo un aumento de la Piruvato Carboxilasa tanto en el misculo sano
como en el isquémico con significacion estadistica. El estado isquémico también
produce un aumento de la Piruvato Carboxilasa, enzima implicada en el complejo que
transforma piruvato en acetil CoA, probablemente como intento de mecanismo
compensador por la falta de actividad del ciclo de Krebs. Es posible que el aumento de
Piruvato Carboxilasa observado con Alprostadil sea debido a un mecanismo de

retroalimentacién en respuesta al no aumento de la actividad del ciclo de Krebs. Este
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efecto de retroalimentacion también se observo en el tejido sano, lo que sugiere que se

potencia el mecanismo compensador observado en condiciones sin Alprostadil.

La reduccion de malato-DH en el musculo isquémico sugiere una reduccion del ciclo de
Krebs, en relacion con un menor aporte de oxigeno en el musculo isquémico.

La no modificacion de lactato-DH, ni del contenido de lactato, podria indicar que
Alprostadil, probablemente a través de su conocida actividad de estimulacion del AMP
ciclico-proteina kinasa A, haria que el acetil CoA, generado a expensas del aumento de
piruvato carboxilasa, se metabolizara a través de la generacion de acidos grasos
mediante la lipogénesis

Si bien no se han encontrado referencias a alteraciones en el perfil protedmico de
marcadores del metabolismo energético en el musculo sometido a isquemia cronica, si
se han encontrado referencias de variaciones del mismo en la diabetes, obesidad y en
pacientes ancianos, factores altamente prevalentes en la isquemia cronica de MMIL.

El analisis protedmico del musculo vasto lateral en pacientes con diabetes mellitus tipo
II, muestra una serie de marcadores de diabetes, como son la anormal fosforilazion de la
ATP sintetasa y niveles elevados de proteinas de stress (144,145). Asi mimo estudios
realizados sobre musculo gastronémico en un modelo de rata diabética muestra cambios
en las proteinas asociadas a la contraccion, sistema de defensa antioxidante,
mecanismos de detoxificacion, metabolismo de glucosa y utilizaciéon de dacidos
grasos(146,147). El andlisis protedbmico en modelos de pacientes obesos y
potencialmente prediabéticos, muestra una alteracion generealizada en la expresion de
proteinas relacionadas con el metabolismo energético en estos pacientes (148).

En pacientes ancianos también se han identificado alteraciones en el perfil protedémico

de marcadores del metabolismo energético en el musculo. Andlisis protedmicos de
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fragmentos de musculos afiosos muestran diferentes efectos sobre las enzimas
mitocondriales(149-152). Chang et al (149) estudiaron el efecto de la edad y la
restriccion caldrica en el proteoma de la mitocondria de la rata. En musculos
esqueléticos, la isocitrato deshidrogenasa y la malato deshidrogenasa se incrementaron
en ratas de 25 meses respecto a ratas de 6 meses. La restricccion caldrica tiene un efecto
minoritario en estos cambios. Se han observado cambios importantes en el metabolismo
energético en preparaciones mitocondriales en extractos de musculo gastronémico en
preparaciones de ratas de 3 meses respecto ratas de 26 meses (151). Estos musculos
representan muestras de adultos jovenes frente a ancianos. Analisis realizados mediante
electroforesis en gel demostraron una elevacion edad dependiente en numerosos
enzimas mitocondriales, incluyendo la NADH deshidrogenasa, ATPasa sintetasa,
succinato deshidrogenasa(149-152).

Diversos estudios muestra la aparicion de cambios postranscripcionales en las enzimas
mitocondriales en el musculo esquelético con la edad (153), que alterarian la estabilidad
de las proteinas, las interacciones intra e intermoleculares, asi como la eficiencia en la
union de los sustratos con sus sitios activos en las enzimas mitocondriales afectadas,
todo lo cual explicaria la disfuncion mitocondrial en fibras musculares ancianas (153),
con una disminucion en la capacidad de la extraccion de oxigeno(154-157).

En nuestro estudio hemos encontrado una disminucion de la malato-DH en las muestras
de musculo isquémico, al contrario de lo que ocurre en pacientes ancianos. Se podria
pensar que de esta forma la isquemia crénica contribuye a aumentar la funcion
mitocondrial que se observa de forma habitual en el musculo afioso, tal y como se ha

visto en los estudios anteriormente mencionados.
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Segun los resultados obtenidos, el Alprostadil no modifica esta via directamente pero

estimula la expresion de Piruvato Carboxilasa. (Fig 6.1).

Entre las limitaciones del estudio, se ha realizado con cultivos de tejidos. Hay que
contar con la limitacion intrinseca que supone un estudio in vitro, que no refleja las
distintas interacciones que tendran lugar en el conjunto del organismo. Asimismo, la
identificacion de las proteinas mediante la doble electroforesis no es exacta, y puede
subestimar la presencia de elementos poco abundantes, las proteinas integradas en la
membrana o componentes con peso molecular muy elevado (158-161). Ademas,
aquellas proteinas con valores de pl extremos no suelen ser bien detectadas en sistemas
con un amplio rango de pl. Otra cuestion importante es la distorsion de los puntos de
proteinas debido a la presencia de distintas especies o isoformas con extensas
modificaciones postranslacionales. El anélisis mediante espectrometria de masas en ese

sentido resuelve la mayoria de estos problemas.

6.2 EN RELACION A LAS PROTEINAS DE LA APOPTOSIS

En los ultimos diez afios se han publicado hallazgos que sugieren que la regulacion de la
apoptosis puede estar alterada en diversas enfermedades del corazon y de los vasos
sanguineos.

En efecto, son muy abundantes los trabajos experimentales que describen la aparicion
de apoptosis en cardiomiocitos sometidos a isquemia y/o reperfusion (162). Ademas,
una exagerada apoptosis de los cardiomiocitos se ha objetivado en pacientes con infarto
agudo de miocardio (163,164) y con cardiopatia isquémica e insuficiencia cardiaca
(165,166). Por otra parte, diversos estudios demuestran que la sobrecarga mecanica

(167) y los agonistas vasoconstrictores como la angiotensina II (168) inducen la
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apoptosis de los cardiomiocitos. De hecho, la apoptosis de los cardiomiocitos es mayor
en el ventriculo izquierdo de las ratas espontaneamente hipertensas (SHR) que en el de
las ratas normotensas Wistar-Kyoto, especialmente cuando las primeras desarrollan
insuficiencia cardiaca (169). Queda por demostrar si la apoptosis puede ser la causa del
menor numero de cardiomiocitos presente en el ventriculo izquierdo de pacientes
hipertensos sin enfermedad coronaria (170) y si ello seria el resultado de una
susceptibilidad exagerada de dichas células para morir via apoptosis (171).

A nivel de las células musculares lisas, la regulacion de la proliferacion y de la muerte
por apoptosis en éstas es un determinante importante en la configuracion de la
estructura normal de la pared vascular en condiciones fisiologicas. Por ello, el
predominio de la proliferacion sobre la apoptosis se ha propuesto como el mecanismo
responsable de la acumulacion de células musculares, que facilita el engrosamiento de
la capa media y de la pared de las arterias pequefias en la hipertension arterial (172) y
que contribuye a la reestenosis tras la angioplastia (173).

Por el contrario, se ha descrito que las células musculares lisas vasculares que han
emigrado al espacio subintimal en una placa aterosclerdtica presentan apoptosis mas
frecuentemente que las células que aun permanecen en la media (174). La exagerada
apoptosis de estas células puede ser un factor determinante de la vulnerabilidad de una
placa aterosclerotica, pues comportaria una disminuciéon de su nimero y una menor
capacidad para la sintesis de colageno fibrilar (175). Ello, combinado con la liberacion
desde los macrofagos de las metaloproteinasas de matriz que degradan las fibras de
colageno, daria lugar a una cépsula fibrosa mas fragil (176) . En el desencadenamiento
de la apoptosis de las células musculares se han implicado diversas citocinas secretadas

por las células espumosas presentes en la lesion (177,178).
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A nivel del endotelio la apoptosis parece ser el principal mecanismo de muerte del
endotelio en condiciones fisiologicas. Por otra parte, el equilibrio proliferacion-
apoptosis de las células endoteliales desempefia un papel critico en la formacion y
regresion de los vasos sanguineos, especialmente las arteriolas y los capilares. Por ello,
una excesiva apoptosis de estas células puede estar implicada tanto en la disfuncioén
endotelial, como en la inhibicion de la angiogénesis, descritas en diversas enfermedades
vasculares (179).

Especialmente relevante puede ser la participacion de la apoptosis endotelial en la
patogenia de la aterosclerosis. Las células endoteliales apoptoticas presentan
modificaciones fenotipicas de su superficie que se traducen en un aumento en la
expresion de moléculas de adhesion (180) y de factor tisular procoagulante (181). Lo
primero participaria en los estadios iniciales de la formacion de la lesion aterosclerdtica,
mientras que lo segundo contribuiria a la complicacion trombotica de la misma. Las
lipoproteinas aterogénicas, especialmente las formas oxidadas, podrian ser las
inductoras de la apoptosis de las células endoteliales en el contexto de la aterosclerosis
(182-184)

No se han encontrado referencias a la implicacion de los mecanismos de apoptosis en el
musculo en situaciones de isquemia cronica. En nuestro estudio se estudia por primera
vez si existen diferencias en cuanto a los marcadores de apoptosis en el musculo sano
frente al isquémico, no encontrandose diferencias. Esto podria deberse a que la
isquemia producida en el musculo esquelético conllevara a un fenomeno de necrosis
tisular no dependiente de muerte celular programada.

La implicacion de las prostaglandinas en la muerte celular por apoptosis atin no esta
bien comprendida y es muy compleja; pues en unos casos se muestran antiapoptoticas y

en otros proapoptoticas. Las observaciones indican que esta diferencia varia segin la
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prostaglandina, la poblacion celular sobre la que actia y la concentracion de éstas. Por
ejemplo, en células cancerosas de colon, la PGE2 activa la expresion de Bcl-2, una
proteina antiapoptdtica que favorece el crecimiento del tumor, por esta razén, en el
cancer de colon se recomienda el uso de inhibidores de COX. En cambio, en los
linfocitos T, la PGE2 no muestra efectos sobre la expresion de Bcl-2, pero si muestra
activacion de Myc, proteina proapoptoética, responsable de la fragmentacion del DNA.
En estas mismas células existe la observacion de que la PGE2 incrementa la apoptosis.
Se ha reportado que la PGE2 induce apoptosis dependiendo de la dosis en el SNC al
activar el receptor EP2 y la subsecuente activacion de la caspasa-3. (185)

En nuestro estudio no hemos encontrado influencia de la PGE1 sobre los marcadores
apoptoticos Bcl-2 y BAX 2. Esto vuelve a sugerir un mecanismo de muerte tisular por
necrosis independiente de muerte celular programada. Ademas es evidente que los
cambios observados sobre las enzimas del metabolismo no estdn relacionados con

modificaciones en Bcl-2 ni Bax.

Existen, como en el caso del andlisis del metabolismo energético, limitaciones
inherentes al estudio. La deteccion in situ de las células apoptoticas presenta
actualmente varias limitaciones, derivadas de la propia biofisiologia del proceso: su
corta duracidn, que afecta a células aisladas y que tras su resolucion por fagocitosis no
persisten lesiones residuales. Por lo tanto, la identificacion y la cuantificacion de la
apoptosis en los tejidos requiere estudios muy minuciosos y exhaustivos. A ello se
anade que ninguna de las técnicas bioquimicas e histologicas hoy dia utilizadas es
suficientemente especifica o sensible, por lo que se recomienda el uso combinado de
varias de ellas : la electroforesis en gel para detectar la presencia de la fragmentacion

apoptotica del ADN que da lugar a la imagen tipica en escalera, las técnicas
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inmunohistoquimicas destinadas a marcar en las células los extremos 3' de los
fragmentos del ADN ( Taq polimerasa, transferasa deoxinucle6tido terminal, Pfu
polimerasa) o a identificar en la membrana celular sustancias como la anexina y las
técnicas que evalian la expresion y la actividad de las caspasas. Para el diagnostico
sistémico de la apoptosis se pueden detectar en sangre ciertos marcadores del proceso
apoptotico. Pudiera ser que si se alterase el efecto sobre otras proteinas implicadas en la
apoptosis, tal y como se ha descrito a nivel de las células del cancer de célon.

Tampoco sabemos si dosis mayores de PGE1, pudieran tener alguna influencia sobre el

tejido muscular.
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1.

7. CONCLUSIONES

Durante la isquemia del musculo esquelético se produce una reduccion de la
expresion de malato-DH, lo que podria sugerir un defecto en la actividad del

ciclo de los 4acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs).

El estado isquémico también produce un aumento de la Piruvato Carboxilasa,
enzima implicada en el complejo que transforma piruvato en acetil CoA,
probablemente como intento de mecanismo compensador por la falta de

actividad del ciclo de Krebs.

No se observaron cambios significativos en el nivel de biomarcadores asociados
con apoptosis (Bcl-2, Bax) entre el tejido isquémico y el sano. Esto podria
deberse a que la isquemia producida en el musculo esquelético conllevara un

fendmeno de necrosis tisular no dependiente de muerte celular programada.

El Alprostadil no modifico la expresion de malato-DH en el musculo

isquémico. Tampoco se observd modificaciones en la expresion de la lactato-

DH pero si aumento la expresion de Piruvato Carboxilasa.
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5. Es posible que el aumento de piruvato carboxilasa observado con Alprostadil
sea debido a un mecanismo de retroalimentacion en respuesta al no aumento de
la actividad del ciclo de Krebs. Este efecto de retroalimentacion también se
observo en el tejido sano, lo que sugiere que se potencia el mecanismo

compensador observado en condiciones sin Alprostadil.

6. La no modificacion con el farmaco de lactato-DH, ni del contenido de lactato,
podria indicar que Alprostadil, probablemente a través de su conocida
actividad de estimulacion del AMP ciclico-proteina kinasa A, haria que el acetil
CoA, generado a expensas del aumento de piruvato carboxilasa, se metabolizara

a través de la generacion de acidos grasos mediante la lipogénesis.

7. Alprostadil no modificé los pardmetros de apoptosis Bcl-2 y Bax. Esto vuelve a
sugerir un mecanismo de muerte tisular por necrosis independiente de muerte
celular programada. Ademas es evidente que los cambios observados sobre las
enzimas del metabolismo no estan relacionados con modificaciones en Bcl-2 ni

Bax.
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9. RESUMEN

EFECTO DEL ALPROSTADIL EN LOS CULTIVOS DE MUSCULO
ESQUELETICO ISQUEMICO. ESTUDIO PROTEOMICO COMPARATIVO

FRENTE A MUSCULO SANO.

INTRODUCCION

La enfermedad arterial periférica tiene una alta prevalencia en la poblacion,
sobre todo en los pacientes mayores de 70 afios, con una incidencia de mortalidad
cardiovascular del 2.5%. El alprostadil (PGE1) es un fairmaco intravenoso utilizado en
el tratamiento de la isquemia critica de MMII, con un efecto vasodilatador y
antiagregante plaquetario. Es bien conocido su efecto endotelial, pero se desconocen si
presenta posibles efectos pleiotropicos sobre el musculo esquelético.

HIPOTESIS

Es posible que la vasodilatacion producida por el alprostadil produzca cambios
en el metabolismo energético del musculo esquelético. Pero ademas, el alprostadil
podria tener un efecto directo sobre el musculo esquelético (no dependiente de la
vasodilatacion) como efecto pleiotropico, efecto que presumiblemente sera diferente en
el musculo esquelético isquémico en comparacion con el sano. Por ultimo, dado que la
apoptosis celular parece jugar un papel en el desarrollo de la aterosclerosis, y que existe
evidencia del efecto antiapoptodtico del alprostadil, es previsible que existan diferencias
en los niveles de los marcadores de apoptosis del musculo isquémico al compararlo con

el sano, y que el tratamiento con alprostadil los modifique.
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OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio consisten en determinar si existen diferencias en
el metabolismo energético del musculo esquelético isquémico en comparacion con el
sano, determinar el efecto del alprostadil sobre el metabolismo energético del musculo
esquelético, valorar diferencias en su accion sobre el musculo isquémico frente al sano,
comprobar si en el musculo isquémico existe una actividad apoptotica aumentada, y si
el tratamiento con Alprostadil modifica esta actividad en ambos tipos de musculo.

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron muestras de tejido de 10 pacientes con isquemia irreversible
intervenidos de amputacion supracondilea, tanto de musculo isquémico (extensor corto
de los dedos del pie, grupo 1) como de musculo sano (musculo cuadriceps del borde de
amputa-cion, grupo S). Ambos grupos se cultivaron basalmente y con 5 ng de
alprostadil. Se analizo la expresion protedmica de las siguientes enzimas: triosa-fosfato-
isomerasa (TPI), malato deshidrogenasa (MDH), lactato deshidrogenasa (LDH) y
piruvato carboxilasa (PC). Se determinaron también sus productos, lactato y piruvato,
mediante kits de deteccion especificos. Para cuantificar la actividad apoptdtica en cada
uno de los grupos se cuantificaron los niveles de las proteinas implicadas en la
apoptosis celular Bax y Bcl-2, mediante técnica de dot-blot. El andlisis estadistico se
realizd con el programa informatico SPSS 16.0.

RESULTADOS

Los niveles encontrados de TPI y LDH no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras de musculo isquémico y el sano, ni
tampoco al incubarlos con alprostadil, aunque la LDH mostraba una tendencia a
aumentar su expresion con alprostadil en ambos grupos. La MDH presenté una

disminucién en el grupo I en las muestras basales (2.196 = 348 UAD, grupo S vs 644 +
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192 UAD, grupo I, p < 0,05; UAD= Unidades Arbitrarias de Densitometria), sin
presentar diferencias al incubar los tejidos con alprostadil. La PC estaba aumentada en
el grupo 1 de forma basal, y tras la administracion de alprostadil la expresion de PC
aumento en ambos grupos (basal: 1,80 £ 1,27 UAD, vs 3,16 £ 2,25 UAD; alprostadil:
6,72 £ 2,13 UAD vs 8,16 = 3,63 UAD, grupo S vs grupo I, respectivamente, p < 0,05).
No hubo diferencias significativas en la concentracion de lactato ni en la de piruvato.
Tampoco se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
Bax y Bcl-2, ni presentaron una variacion significativa tras la administracion de
alprostadil.

CONCLUSIONES

La reduccion de MDH en el musculo isquémico sugiere una reduccion del
ciclo de Krebs. El alprostadil estimula la expresion de PC, es posible que el aumento de
piruvato carboxilasa observado con alprostadil sea debido a un mecanismo de
retroalimentacién en respuesta a no aumento de la actividad del ciclo de Krebs. Este
efecto de retroalimentacion también se observo en el tejido sano, lo que sugiere que se
potencia el mecanismo compensador observado en condiciones sin alprostadil. No se ha

podido demostrar una mayor actividad apoptotica en el musculo isquémico.
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10. SUMMARY

THE EFFECT OF ALPROSTADIL ON ISCHEMIC SKELETAL MUSCLE
CULTURES. COMPARATIVE PROTEOMIC STUDY WITH HEALTHY

MUSCLE.

INTRODUCTION

Peripheral arterial disease has a high prevalence in the population, mainly in
patients older than 70 years, with an incidence of cardiovascular mortality of 2,5%.
Alprostadil (PGE1) is an intravenous drug used in the treatment of critical ischemia of
lower limbs, and it has vasodilator properties and inhibits platelet agregation. Its
endothelial effect is well known, but there is no knowledge about possible pleiotropic
effects on skeletal muscle.

HYPOTHESIS

Alprostadil mediated vasodilation may lead to changes in the energetic
metabolism of the skeletal muscle. In addition, alprostadil could have a direct effect on
skeletal muscle (not vasodilation mediated) as a pleiotropic effect; this effect
presumably would be different in the ischemic skeletal muscle compared to the healthy
one. Finally, since apoptosis appears to play a role in the development of
atherosclerosis, and there is recient evidence of the antiapoptotic effect of alprostadil,
differences in the expression levels of the apoptosis markers in ischemic muscle tissue
when compared with healthy one are expected, and a treatment with alprostadil could

modify them.
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OBJETIVOS

The purpose of this study was to establish whether differences exist in
energetic metabolism of ischemic skeletal muscle compared with healthy one, to
determine the effect of alprostadil on energetic metabolism in skeletal muscle, to assess
differences in its action on ischemic versus healthy muscle, to check for an increased
apoptotic activity in ischemic muscle, and if alprostadil treatment modifies this activity
in both types of muscle.

MATERIAL AND METHODS

Tissue samples were obtained from 10 patients with irreversible ischemia that
underwent an above-the-knee amputation, from both ischemic muscle (extensor
digitorum brevis muscle, group 1) and healthy muscle (quadriceps muscle at the
amputation edge, group S). Tissues from both groups were cultured at baseline and with
5 ng of alprostadil. Proteomic expression of the following enzymes was analyzed:
triose-phosphate isomerase (TPI), malate dehydrogenase (MDH), lactate dehydrogenase
(LDH) and pyruvate carboxylase (PC). Their products, lactate and pyruvate were also
determined by specific detection kits. To quantify apoptotic activity in both groups,
proteins Bax and Bcl-2 levels, involved in cell apoptosis, were assessed by dot-blot
technique. Statistical analysis was performed using SPSS 16.0 software.

RESULTS

The TPI and LDH levels found showed no statistically significant differences
between samples of ischemic and healthy muscle, nor upon incubation with alprostadil,
although LDH showed a tendency to increase its expression with alprostadil in both
groups. MDH levels were significantly lower in group I in baseline samples: (2.196 +
348 AUD, group S vs 644 + 192 AUD, group I, p < 0,05; AUD= Arbitrary Units of

Densitometry), without differences after incubating tissues with alprostadil. PC levels
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were increased in group I at baseline, and its expression increased in both groups after
administration of alprostadil (baseline: 1,80 £ 1,27 AUD, vs 3,16 + 2,25 AUD;
alprostadil: 6,72 = 2,13 AUD vs 8,16 + 3,63 AUD, group S vs group I respectively, p <
0,05). There were no significant differences in the concentration of lactate or pyruvate.
Neither statistically significant differences were found in the Bax and Bcl-2 levels, and
they showed no significant variation after administration of alprostadil.

CONCLUSIONS

MDH reduction in ischemic muscle suggests a reduction of the Krebs cycle.
Alprostadil stimulates the expression of PC, it is posible that the pyruvate carboxylase
increase observed with Alprostadil is due to a feedback mechanism in response to non
increased activity of the Krebs cycle. This feedback effect was observed also in healthy
tissue, suggesting that the compensatory mechanism is enhanced in an Alprostadil-free
environment. We could not demonstrate an increased apoptotic activity in ischemic

muscle.
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