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Abreviaturas

Relacion de las abreviaturas mas empleadas en el texto. En algunos casos se ha

mantenido la correspondiente abreviatura en inglés por ser ésta la mas utilizada.

ACC: acetil CoA carboxilasa

ADN: Acido desoxirribonucléico

ADP: Adenosin difosfato

AMP: Adenosin monofosfato

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

ATP: Adenosin trifosfato

CHAPS: 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propenosulfonato

CoA: Coenzima A

CPT-I: Carnitina palmitoil transferasa |

CPT-I1I: Carnitina palmitoil transferasa Il

COX-2: Ciclooxigenasa-2

+dP/dt max: Primera derivada de la presion ventricular respecto al tiempo

-dP/dt min: Primera derivada negativa de la presion del ventriculo respecto al tiempo

DRG: Dieta rica en grasa

ECA: Enzima convertidora de angiotensina



Abreviaturas

EDTA: Acido etilendiaminotetracético

ELISA: Enzyme-linked inmunoabsorbent assay
FAD: Flavina adenina dinucledtido

FADH2: Flavina adenina dinucleotido reducido
FC: Frecuencia cardiaca

FFQ: Fosfofructo quinasa

GDP: Guanosin difosfato

GTP: Guanosin trifosfato

HOMA: Homeostasis model assessment

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion
HRP: Peroxidasa de rabano

HVI: Hipertrofia del ventriculo izquierdo

IMC: indice de masa corporal

MALDI: Matrix assisted laser desorption/ionization
MS: Espectrometria de masas

MS/MS: Espectrometria de masas en tandem

NAD+: Nicotinamida adenina dinucleétido



Abreviaturas

NADH: Nicotinamida adenina dinucleétido reducido

NO: Oxido nitrico

NOSe: Oxido nitrico sintasa endotelial

P: Fosfato inorganico

PAD: Presion arterial diastolica

PAS: Presion arterial sistolica

PDH: Piruvato deshidrogenasa

PDFVI: Presion diastdlica final del ventriculo izquierdo

pl: Punto isoeléctrico

Pm: Potencial de membrana

PPAR: Receptores alfa inductores de la proliferacion de peroxisomas

PRS: Peso relativo del corazén (g/100 g peso corporal)

PSVI-: Presion sistolica del ventriculo izquierdo

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico

SHR: Ratas espontaneamente hipertensas

SM: Sindrome metabdlico



Abreviaturas

TBS: Tris-buffered saline

TFA: Acido trifluroacético

VLDL.: lipoproteinas de muy baja densidad

WKY': Ratas Wistar-Kyoto
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Introduccion

1.- EL CORAZON COMO ORGANO CONTRACTIL

El aparato circulatorio se compone de una bomba o motor circulatorio (corazén) y
unos conductos de transporte (vasos sanguineos) que comienzan (arterias) y acaban (venas)
en el corazon, y a través de los cuales circula un fluido, la sangre. La funcién principal del
corazon es transportar sangre desde el territorio venoso de baja presion al sistema arterial
de alta presion. En realidad, se trata de transportar sangre con poco O, a los pulmones, y
sangre rica en O, y nutrientes hacia los distintos tejidos de acuerdo con las necesidades

metabolicas del organismo.

1.1.- Estructura

1.1.1.- Macroscopica

El corazon es un érgano muscular hueco, en forma de cono invertido, con el
veértice dirigido hacia abajo, hacia adelante y hacia la izquierda, y la base hacia arriba,
que se extiende entre la segunda costilla y el quinto espacio intercostal. Consta de
cuatro cavidades o caAmaras (Figura 1), las dos superiores se denominan auriculas, y las
dos inferiores ventriculos, que estan separadas entre si por el esqueleto fibroso, asi
como por los correspondientes septos o tabiques, interauricular e interventricular, que
impiden que se mezcle la sangre de los dos lados, derecho e izquierdo del corazén.

Las auriculas son cavidades que presentan una pared delgada y presiones
bajas. Su funcion es almacenar la sangre que procede del territorio venoso sistémico
(auricula derecha) y pulmonar (auricula izquierda) durante la contraccion (sistole)
ventricular. La sangre llega a la auricula derecha a través de tres venas: la cava superior
(drena la sangre de la porcién supradiafragmatica), la cava inferior (drena la sangre
infradiafragmatica) y el seno coronario (drena la sangre del propio corazon); la auricula
izquierda recibe la sangre procedente de los pulmones a través de las venas pulmonares.
La sangre almacenada en las auriculas pasa de forma pasiva hacia los ventriculos
durante la diastole ventricular, una vez que se han abierto las valvulas auriculo-
ventriculares, aunque la contraccién (sistole) auricular contribuye de forma activa al

llenado ventricular.
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Los ventriculos desarrollan la fuerza necesaria para bombear la sangre a través
de la arteria pulmonar (ventriculo derecho) y de la aorta (ventriculo izquierdo), razén
por la que sus paredes son mucho mas gruesas que las de las auriculas. Dado que la
sangre solo fluye desde zonas de presion més alta a las de presion més baja, para poder
expulsar la sangre, es necesario que la presion intraventricular aumente y supere la
presion existente en la arteria pulmonar y en la aorta. Aunque cada ventriculo bombea la
misma cantidad de sangre, la circulacion pulmonar es un circuito corto y de baja
presion, mientras que la circulacion sistémica es un circuito mas largo y que presenta
una presion y una resistencia al flujo sanguineo cinco veces mayor. Por ello, el trabajo
que debe realizar el ventriculo izquierdo es de 5 a 7 veces mayor que el efectuado por el
derecho, por lo que no resulta sorprendente que la pared muscular del ventriculo

izquierdo sea més gruesa (8-12 mm) que la del ventriculo derecho (3-4 mm)*.

Figura 1. Anatomia macroscépica del corazoén.
1.1.2.- Microscépica
El corazon es un oOrgano constituido por células musculares estriadas de

pequefio tamafio (10-25 pm de ancho y unos 50-100 um de longitud), que se ramifican y
poseen uno o dos nucleos. El citoesqueleto es una red tridimensional de proteinas que
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polimerizan en estructuras filamentosas que conectan los sarcomeros entre si, el sistema
contractil a la membrana celular y las células a las estructuras extracelulares. Ademas,
estabiliza la forma de la célula y organiza los organulos en el citoplasma, con lo que se
mantiene la proximidad entre canales, bombas (ATPasas) y organulos celulares. Esta
formado por microfilamentos (constituidos por filamentos de actina), filamentos
intermedios (constituidos por desmina, que une las lineas Z a los desmosomas,
queratina y vimentina) y microtibulos (compuestos por dimeros de tubulina). Las

células cardiacas se unen entre si a través de discos intercalares, los cuales contienen:

e a) desmosomas, compuestos por glicoproteinas integrales de la familia de las
cadherinas que a través de sus dominios extracelulares se unen a los de otras
células vecinas e impiden su separaciéon durante la contraccion cardiaca, y por

sus dominios citosélicos se fijan en los filamentos intermedios.

e D) fascia adherens, que contiene proteinas (a-actinina, vinculina, N-cadherina)
que anclan los filamentos de actina a la membrana de la propia célula y de las

células adyacentes.

e C) uniones estrechas (gap junctions), que forman canales (conexinas) que
permiten la libre difusion de iones y la rapida propagacion del impulso cardiaco
de una célula a la siguiente. Por tanto, los discos intercalares permiten el
acoplamiento eléctrico de las células cardiacas y que el musculo cardiaco se

comporte como un sincitio funcional.

En sentido paralelo al eje longitudinal de la célula cardiaca se disponen las
miofibrillas, que contienen los filamentos contractiles, y ocupan el 50% del volumen
celular, mientras que las mitocondrias ocupan el 30-40%. Esta riqueza en mitocondrias
se explica por la naturaleza aerobia del metabolismo del musculo cardiaco. A intervalos
de 1.6-2.5 um se encuentran las lineas Z, las cuales subdividen las miofibrillas y
delimitan la unidad funcional de la célula muscular, denominada sarcomero (Figura 2).
A cada lado de las lineas Z se localizan los filamentos finos de actina y en el centro del
sarcomero, colocados entre los filamentos de actina, se disponen los filamentos gruesos

de miosina. Como consecuencia de esta disposicion, las miofibrillas muestran al
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microscopio bandas claras y oscuras dispuestas segun un patrén que se repite
periédicamente, lo que confiere al mdsculo cardiaco su tipica morfologia estriada. A
cada lado de la linea Z se encuentran las bandas I que s6lo contienen filamentos finos,
por lo que aparecen més claras al microscopio. Las bandas A, mas oscuras, contienen
los filamentos gruesos y los extremos de los filamentos finos. En la banda A es posible
distinguir una zona mas clara (banda H), la cual corresponde al espacio que existe entre

los extremos de los filamentos finos y contiene la porcidn central de los filamentos

gruesos.
b 4
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Figura 2. Organizacion estructural del sarcomero.

Durante la contraccion cardiaca la longitud de los filamentos de actina y de
miosina no se modifica, aunque la longitud del sarcomero si se acorta. Ello es porque
durante la contraccion se forman, de manera repetida, enlaces cruzados entre la miosina
y la actina, los cuales producen un deslizamiento progresivo de los filamentos de actina
entre los de miosina hacia el centro del sarcomero. Como consecuencia, las bandas | se
estrechan y las lineas Z se acercan, aunque la longitud de las bandas A permanece
constante. Durante la relajacion los filamentos de miosina y actina se separan y el
sarcomero recupera su longitud inicial.

La célula cardiaca esta rodeada por una membrana externa, el sarcolema, que
se invagina a nivel de las bandas Z en una red de finos tabulos (300 um de didmetro)

gue penetran en sentido perpendicular al eje de la célula hacia la profundidad de la
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misma. Son los denominados tabulos transversos (T), a cuyo nivel se acumulan los
canales de Ca?* tipo L.

Estos canales presentan una alta conductancia por lo que constituyen la
principal via de entrada de Ca®* en los miocitos cardiacos. En sentido perpendicular a
los tubulos T y en estrecho contacto con ellos (a una distancia de 8-10 nm) se dispone
una red tubular longitudinal, el reticulo sarcoplasmico, que rodea cada miofibrilla y
almacena importantes cantidades de Ca®* .La estrecha relacién entre los canales de Ca*,
los tdbulos T y el reticulo sarcoplasmico juega un importante papel en el acoplamiento

excitacion-contraccion cardiaco.
1.2. Potencial de accion cardiaco

A ambos lados de la membrana lipoproteica que separa los medios intracelular
y extracelular existe una diferencia de potencial, que se conoce como Pm. Cuando una
célula muscular cardiaca no se estimula el valor del Pm se mantiene constante y recibe
el nombre de potencial de reposo. El potencial de reposo oscila entre —-80 y —90 mV en
las celulas musculares auriculares y ventriculares, y en el sistema de His-Purkinje, y
entre —60 y —-50 mV en las células de los nddulos senoauricular y auricoventricular. Si
en estas condiciones se aplica un pulso despolarizante se desplaza el Pm hacia valores
menos negativos, y si se alcanza un determinado nivel, que se denomina potencial
umbral, se produce un cambio reversible del Pm de las células cardiacas al que se
conoce como potencial de accién cardiaco (Figura 3).

El potencial de accion es el resultado de multiples cambios secuenciales en la
permeabilidad de la membrana a los iones Na*, Ca?* y K* (Figura 3). La entrada/salida
de éstos se produce a través de distintos tipos de canales i6nicos que se activan por:
cambios de voltaje (dependientes del voltaje), tras la interaccion de un agonista con su
receptor especifico localizado en la superficie de la membrana celular
(receptordependientes), por mediadores intracelulares (Ca®*, ATP, nucleétidos ciclicos,
proteina quinasa, eicosanoides) o en respuesta a factores fisicos (estiramiento de los
miocitos). La activacion o apertura de dichos canales genera corrientes iénicas que, a su
vez, modifican el Pm y la composicién del medio intracelular. La entrada de cargas
positivas en la célula produce la despolarizaciéon del Pm, mientras que su salida facilita

la repolarizacion cardiaca.
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El potencial de accién cardiaco se inicia con una fase 0 de répida
despolarizacion. En las células musculares auriculares y ventriculares y del sistema de
His-Purkinje la fase 0 es debida a la activacion-apertura de los canales del Na*
voltajedependientes. La entrada de Na* en favor de su gradiente de concentracion al
interior celular genera una corriente rapida de entrada de Na* que despolariza el Em

desde el nivel de potencial de reposo hasta un valor de ~+30 mV.
En las células cardiacas el proceso de repolarizacion es muy lento, lo que
explica el porqué de la duracién del potencial de accion cardiaco el cual es mucho méas

prolongado (170-350 ms) que el de las células nerviosas 0 musculares esqueléticas (1-
10 ms).?

0 my

— 90 m¥y

Figura 3. Representacion esquematica del potencial de accion cardiaco.

1.3. Acoplamiento excitacion/contraccion

La funcion primordial del corazon es contraerse de forma ritmica y ordenada
para generar en las cavidades cardiacas la presion necesaria para enviar un volumen de
sangre oxigenada adecuada a las necesidades metabodlicas de los tejidos. La funcién de
bomba que ejerce el corazén depende de la contraccion y relajacion sincronizada de las
auriculas y ventriculos y de la funcion de las valvulas auriculoventriculares y
semilunares que regulan el flujo de la sangre a través del corazon, lo cual se traduce en

cambios de presion, flujo y volumen de sangre durante el ciclo cardiaco.

11



Introduccion

El ciclo cardiaco comprende la sucesion de fendmenos eléctricos y mecanicos,
asi como los cambios en presion, flujo y volumen de sangre que tienen lugar en las
cavidades auriculares y ventriculares durante cada latido cardiaco. En el ciclo cardiaco
se distinguen dos fases: la diastole, durante la cual las cavidades cardiacas se relajan y
se llenan de sangre, y la sistole, durante la cual las auriculas y los ventriculos se
contraen, expulsando la sangre hacia los ventriculos y hacia la circulacion pulmonar y
sistémica, respectivamente. En cualquier caso, debemos recordar que el flujo de sangre
a traves de las cavidades cardiacas estd controlado por cambios de presion, pasando de
la zona donde la presidn es més alta hacia aquella en la que es mas baja.

El ciclo cardiaco se inicia con la generacion de un potencial de accién en las
células del nédulo sinoauricular que despolariza ambas auriculas. Durante la sistole
auricular izquierda la presion intraauricular aumenta hasta 0.5 a 1.1 kPa (4 a 8 mmHg),
y como las valvulas auricoventriculares estan abiertas, una cantidad adicional de sangre
pasa al ventriculo, produciéndose un aumento transitorio de las presiones auriculares
(onda a) y ventriculares, asi como del volumen ventricular. Dado que la sistole auricular
aumenta el volumen de sangre que llena el ventriculo, se incluye dentro de la diéstole
ventricular. Durante la contraccion de la auricula derecha, la sangre que no puede entrar
en el ventriculo derecho refluye hacia las venas cavas, dando lugar a la onda a del pulso
Venoso.

En condiciones fisioldgicas, el 85% del llenado diast6lico ventricular tiene
lugar antes de la contraccidn auricular, por lo que ésta contribuye sélo en un 15% al
mismo. Sin embargo, cuando se necesita aumentar el volumen minuto cardiaco (p. ej.
durante el ejercicio), la sistole auricular desempefia una funcion importante en el

llenado ventricular®.
1.4.- Proteinas contractiles

Las principales moléculas que participan en el ciclo de contraccion y relajacion
son las dos proteinas contractiles mas importantes, el filamento fino de actina y el

filamento grueso de miosina. Existe otra proteina elastica grande, la titina, que sujeta a

la miosina (Figura 4).
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Los iones de calcio inician el ciclo de contraccion al interaccionar con la
troponina C y romper la inhibicion que, de otra manera, ejerce la troponina I (Figura 5).
Durante la contraccion, los filamentos se deslizan entre si sin que las moléculas de
actina o de miosina lleguen, en realidad, a acortarse. Conforme se van deslizando, tiran
al unisono de los dos extremos de la unidad contractil fundamental, el sarcomero. Segun
los filamentos de actina se van desplazando al centro del sarcomero, las lineas Z se van
aproximando Yy el sarcomero se acorta. La energia para este acortamiento procede de la
descomposicion del ATP (adenosin trifosfato), fabricado fundamentalmente en las

mitocondrias.

miofibrilla

Entrada de Ca?*

Intercambio de Ca**

miocito

Figura 4. Célula miocérdica y fibra muscular. Esquema de la entrada de Ca®* por el canal de
calcio, que se abre en respuesta a la onda despolarizante que recorre el sarcolema. Proteinas

contractiles.

Cada cabeza miosinica representa el extremo de una cadena pesada. Los
cuerpos de dos de estas cadenas se entrelazan y cada uno termina en un “cuello” corto
que transporta la cabeza elongada de miosina (Figura 5). Cada l6bulo de la cabeza
bilobulada posee una bolsa de unién al ATP y una hendidura estrecha que se extiende
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desde la base de esta bolsa hasta la superficie de unién a la actina®. EI ATP y sus
productos de descomposicion ADP (adenosin difosfato) y P (fosforo inorgénico) se
unen a la bolsa de ATP, muy préxima a la zona de actividad ATPasa de la miosina que

descompone el ATP en sus productos (Figura 5).

. . Cabeza
Actina y miosina 7

Actividad

= Fulero —<8F ATPasa

Miosina |

P N N Cuello
Vd A ~
/ Actina ~ ~

s ~
N

s N ~

LS N

- — m— B Miosina cabeza y cuello
Actina Tropomiosina Loy

. l il J|7| T"Ti l II .i |{ TnC : Ca*
' e Sistole

Filamento fino ~ ‘[

D Troponina ly T

Figura 5. Principales moléculas del sistema contractil. El filamento fino de actina (A)
interacciona con la cabeza de miosina (B) cuando los iones de Ca?* alcanzan la
troponina C (C). La union del calcio a la troponina C induce un cambio en su

conformacién y provoca su elongacién (D).

Si se parte del estado de rigidez, la union del ATP a su bolsa cambia la
configuracién molecular de la cabeza miosinica, de modo que ésta se despega de la
actina y acaba con la rigidez. Seguidamente, la actividad de la ATPasa de la cabeza
miosinica escinde el ATP en ADP y P y la cabeza se flexiona. A medida que se
hidroliza el ATP, la cabeza de miosina se une a la unidad adyacente de actina. Luego,
libera P desde la cabeza hacia la hendidura y ocurre una fuerte union entre la cabeza de
miosina y la actina. Acto seguido, la cabeza se extiende, es decir, se endereza. En ese
momento se lanza un impulso contractil, la molécula de actina se desplaza y la cabeza
de miosina pasa al estado de rigidez. La bolsa libera entonces ADP y se dispone a
aceptar el ATP y a repetir el ciclo. La actividad ATPasa de la miosina responde al

calcio, de manera que todo incremento en la concentracién del calcio, asociada al ciclo
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de contraccion del corazén, multiplica varias veces esta actividad, ademéas de aumentar
la unién del calcio a la troponina C y el desarrollo de la fuerza®. Se precisa una
estructura biceféalica para el desplazamiento completo de la actina (en unos 10 nm

frente a los 6 nm obtenidos con una sola cabeza de miosina)®.
2.- EL METABOLISMO ENERGETICO DEL CORAZON NORMAL

La actividad cardiaca requiere un elevado y continuo aporte de energia, por lo
cual, a diferencia del musculo esquelético, presenta permanentemente un metabolismo
aerobico. Esto explica que las mitocondrias representen aproximadamente la mitad del

volumen celular cardiaco’.
2.1- Captacion de acidos grasos por las células cardiacas

La mayor parte del acetil CoA (Coenzima A) que oxidan las mitocondrias del
tejido cardiaco normal se deriva del catabolismo de &cidos grasos, particularmente
oleico y palmitico®. Los 4cidos grasos son aportados al mésculo cardiaco por la sangre,
donde se encuentran como &cidos grasos libres (formando complejos con albumina), o
como triacilgliceroles (combinaciones de glicerol con acidos grasos), formando parte de
los quilomicrones o de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Los
quilomicrones son lipoproteinas que se forman en el intestino durante el pospandrio y
transportan triacilgliceroles y otros componentes lipidicos de la dieta, mientras que las
VLDL transportan triacilgliceroles formados en el higado a partir de los excedentes de

glucosa procedentes de la dieta’.

La extraccion de &cidos grasos a partir de quilomicrones y VLDL requiere la
previa hidrolisis de sus triacilgliceroles, catalizada por la enzima denominada
lipoproteina lipasa, que se localiza en su forma activa en el endotelio vascular. Una vez
libres, los acidos grasos son captados por los cardiomiocitos, donde se forman
complejos con las llamadas proteinas asociadoras de acidos grasos, las cuales son
necesarias para mantener estables a los acidos grasos en el medio acuoso dado el
carécter fuertemente hidrofébico de las cadenas de carbonos de dichas sustancias®. Los
requisitos para que los acidos grasos sean catabolizados son su activacion, es decir, la
combinacion de su grupo carboxilo (-COO) con CoA, generando los derivados acil

CoA correspondientes, y la internalizacion de éstos a la matriz mitocondrial. En el
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citoplasma de las células cardiacas y de otros tejidos se ha encontrado un grupo de
proteinas asociadoras de acil CoA , que como indica su nombre, unen especificamente
derivados de acil CoA, a diferencia de las proteinas asociadotas de acidos grasos, que

unen tanto 4cidos grasos como derivados de acil CoA®.

La activacion de los acidos grasos de cadena larga en el corazon ocurre por la
accion catalitica de la enzima acil CoA sintetasa, localizada en la cara citosolica de la
membrana mitocondrial externa. Los derivados acil CoA pueden tener dos destinos:
uno, ser integrados a las mitocondrias para su inmediata oxidacion, y dos, formar
triacilgliceroles de almacenamiento en la célula cardiaca. Se ha documentado la
existencia de este almacén lipidico en los cardiomiocitos, el cual constituye una reserva

facilmente utilizable cuando disminuye el aporte extracelular de 4cidos grasos**.

La transferencia de los grupos acilos a la matriz mitocondrial es un proceso que
no ocurre de manera directa, debido a la impermeabilidad de la membrana interna de
las mitocondrias a los derivados de acil CoA. Dicha membrana presenta un translocador
de derivados de acil-carnitina, para cuya utilizacion se requiere cambiar la CoA de los
derivados acil CoA, por carnitina, lo cual ocurre por catélisis de la enzima denominada
carnitina palmitoil transferasa I (CPT-I), la cual se localiza en la cara interna de la
membrana mitocondrial externa®. Entonces, la proteina carnitina acilcarnitina
translocasa, presente en la membrana mitocondrial interna, introduce a la matriz
mitocondrial el derivado acilcarnitina al tiempo que saca de ella una molécula de
carnitina (proceso antiportador). Finalmente, la enzima carnitina palmitoil transferasa |1
(CPT-II) revierte la reaccion catalizada por la CPT-1. El proceso global equivale a

transferir los derivados de acil CoA al interior de las mitocondrias (Figura 6).
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Figura 6. Incorporacion de los grupos acilo a la matriz mitocondrial a través del

sistema antiportador de la carnitina-palmitoil transferasa.
2.2- p-oxidacion de los &cidos grasos

El catabolismo de los derivados de acil Coa para formar acetil CoA es un
proceso conocido cominmente como B-oxidacion debido a la oxidacion gradual que
durante dicha via sufre el carbono 3 de los acidos grasos (Figura 7). El proceso consiste
en una serie de reacciones que permite la separacion de dos carbonos de la molécula
original en forma de acetil CoA después de que el carbono 3 se oxide a grupo ceto. El
grupo acil CoA resultante, con dos carbonos menos que el grupo acil CoA original,
reinicia otra vuelta de la -oxidacion , al cabo de la cual perdera también dos carbonos
que apareceran como una segunda molécula de acetil CoA, y asi sucesivamente hasta
que el grupo acil CoA original haya sido catabolizado completamente a moléculas de
acetil CoA. Debido al caracter claramente oxidativo de esta via metabdlica, en cada
vuelta se quita hidrégeno de ciertos intemediarios, el cual es captado por cofactores
como FAD (flavina adenina dinucleétido) y NAD™ (nicotinamida adenina dinucledtido)
para ser cedido en ultima instancia a la cadena respiratoria y propiciar asi la sintesis de
ATP*. Sin embargo, la mayor parte de la energia del acido graso original se encuentra
contenida todavia en el acetii CoA producto de la PB-oxidacion, debiendo ser
catabolizada a traves del ciclo de Krebs (Figura 8) para que finalmente su energia sea
captada como ATP.
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Figura 7. Vision general de la B-oxidacion de &cidos grasos.

En este sentido ha sido descrito en la bibliografia que entre el 60-90% de los
requerimientos energéticos del corazén los satisface la oxidacion de acidos grasos de

cadena larga®® .

2.3- El ciclo de Krebs en el metabolismo cardiaco

En la matriz mitocondrial ocurre la ruta aerébica por excelencia del
metabolismo energético, es decir el ciclo de Krebs o ciclo del &cito citrico, proceso que
es alimentado por acetil CoA que deriva no solamente de los glicidos sino también de
los &cidos grasos y de los aminoacidos (Figura 8). El ciclo de los acidos tricarboxilicos
es una secuencia de reacciones que tiene efecto de un modo practicamente universal en
los organismos aerdobicos. En cada vuelta del ciclo desaparece una molécula de acetilo
(CH3-CO-) y aparecen dos moléculas de didxido de carbono al tiempo que en cinco
reacciones se generan coproductos de alto potencial energético (Figura 8). Esta
catalizada por un sistema multienzimatico que acepta el grupo acetilo del acetil CoA
como combustible, degradandolo hasta dioxido de carbono y atomos de hidrogeno.

Estos ultimos son conducidos a través de una secuencia de proteinas transportadoras de
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electrones hasta el oxigeno molecular, que se reduce para formar agua. Este proceso de
transporte electronico hasta el oxigeno molecular se realiza con un descenso enorme de
energia libre, gran parte de la cual se conserva gracias a la fosforilacion del ADP para

dar ATP en el proceso llamado fosforilacion oxidativa.

En tres de ellas el cofactor enzimatico NAD" se reduce; en una se reduce el
cofactor FAD, y en una mas se forma GTP (guanosin trifosfato) a partir de GDP
(guanosin difosfato) y P. Los cofactores reducidos NADH (nicotinamida adenina
dinucleotido reducido) y FADH2 (flavina adenina dinucle6tido reducido) transfieren su
hidrégeno a la cadena respiratoria, localizada en la membrana mitocondrial interna, con
lo cual se activa un mecanismo complejo que concluye con la sintesis de ATP a partir
de ADP y P con la participacion de la ATP sintasa.

Las reacciones enzimaticas del ciclo de los &cidos tricarboxilicos tienen lugar
dentro del compartimiento interno de la mitocondria. Algunas de las enzimas del ciclo
aparecen en la matriz soluble del compartimento interno, mientras que otros se hallan
ligados a la membrana mitocondrial interna. Algunos de las enzimas del ciclo, en
particular la aconitato hidratasa, la isocitrato deshidrogenasa, fumarasa y la malato
deshidrogenasa se encuentran también en el citosol de algunos tejidos.

Muchas de las enzimas del ciclo de Krebs son reguladas por retroalimentacion
negativa, por unién alostérica del ATP, que es un producto de la via y un indicador del
nivel energético de la célula. Entre estas enzimas, se incluye el complejo de la piruvato
deshidrogenasa (PDH) que sintetiza el acetil-CoA necesario para la primera reaccion del
ciclo a partir de piruvato, procedente de la glucolisis,del catabolismo de aminoacidos o
de &cidos grasos. También las enzimas citrato sintasa, isocitrato deshidrogenasa y ao-
cetoglutarato deshidrogenasa, que catalizan las tres primeras reacciones del ciclo de
Krebs, son inhibidas por altas concentraciones de ATP. Esta regulacién frena este ciclo

degradativo cuando el nivel energético de la célula es bueno.
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Figura 8. Ciclo de Krebs o ciclo del &cido citrico o ciclo de los acidos tricarboxilicos

2.4.- Variaciones de las fuentes energéticas en el corazén

2.4.1.- Glucolisis y formacion de lactato
Diversas evidencias experimentales han demostrado que el bajo porcentaje del

requerimiento energético que no es cubierto por los acidos grasos es satisfecho en las

mismas proporciones por la glucosa y el lactato®. La utilizacion de glucosa se ve

20



Introduccion

incrementada en situaciones con elevadas cantidad de insulina, como en la fase
posprandial, esto es debido a la elevada expresion del transportador de glucosa Glut-4,
como respuesta al incremento de insulina circulante'. Otra situacién en la que se ve
incrementada la utilizacion de la glucosa es la hipoxia, que estimula la captacion de
forma mucho mas eficaz que la insulina. La glucosa se oxida a través de la glucolisis, la
cual es la secuencia de reacciones que convierte la glucosa en piruvato con la
produccién concomitante de una cantidad relativamente pequefia de ATP. EIl piruvato
obtenido a raiz de la oxidacion de la glucosa constituye la mayor fuente de energia
derivada de la glucosa. El piruvato en presencia de oxigeno es descarboxilado
oxidativamente, convirtiéndose en acetil CoA, este acetil CoA iniciard el ciclo de Krebs.
La descarboxilacion del piruvato por la que se obtiene acetil CoA esta catalizada por un
complejo enzimético Ilamado PDH, y en esta reaccion también se libera didxido de
carbono y NADH.

La PDH esta regulada por la cantidad de acetil CoA disponible en la
mitocondria. Cuando hay una alta concentracién de acetil CoA, debido a abundancia de
acidos grasos circulantes, se inhibe la PDH; por el contrario si disminuye la presencia
de acetil CoA en la mitocondria (disminucion de oxidacion de &cidos grasos) se activa
el complejo PDH, estimulandose la via glicolitica de la glucosa. Por tanto, es aceptado
por la comunidad cientifica que la disponibilidad de acidos grasos constituye el factor
principal que determinara la necesidad de la utilizacion de fuentes alternativas de
energia como son la glucosa o el lactato. En este sentido Goodwin y cols, demostraron
que la demanda energética generada por el incremento agudo y de corta duracion del
trabajo cardiaco (inducido por estimulo con epinefrina), era satisfecha
fundamentalmente por el catabolismo de la glucosa derivada del glucogeno almacenado
en los miocitos'®.

Otro hallazgo interesante descrito recientemente fue el papel que jugaba el
ritmo circadiano en el metabolismo energético cardiaco. Young y cols, describié en
corazones aislados de ratas un incremento de la actividad cardiaca, asociada con un
aumento del consumo de oxigeno y de la oxidacion de la glucosa y lactato, pero no de
acidos grasos a la mitad de la fase nocturna, pero la situacion era la inversa en la fase

diurna®’.
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2.4.2.- Cuerpos cetonicos

Los cuerpos cetonicos son compuestos quimicos (acetoacetato y R-
hidroxibutirato); producidos por cetogénesis en la mitocondria hepatica, cuando hay una
estimulacion prolongada e intensa del proceso lipolitico, es decir la hidrélisis de
triacilgliceroles™.

En condiciones tales como el ejercicio fisico prolongado o el ayuno, el
organismo emite sefiales de alto requerimiento energético. En estas condiciones se
liberan a la circulacion cuerpos ceténicos, el tejido muscular cardiaco es capaz de
utilizar los cuerpos cetdnicos transformandolos en acetil CoA para la sintesis de ATP

mediada por el ciclo de Krebs.

2.4.3.- Creatinina-fosfoquinasa

En aquellas condiciones en las que en el tejido muscular la sintesis de ATP se ve
limitada, se produce la desfosforilacion de la fosfocreatina para producir una molécula
de ATP, esta reaccion esta catalizada por la enzima creatina-fosfoquinasa. La
fosfocreatina constituye un reservorio energético, generado a partir de creatina y ATP

en periodos de bonanza energética'®.

2.4.4.- Adenilato quinasa

En situaciones de déficit energético, en el que son abundantes la moléculas de
ADP, actGa una enzima denominada adenilato quinasa, que cataliza la reaccion entre
pares de moléculas de ADP, formandose una molécula ATP y otra de AMP (adenosin
monofosfato). Esta reaccion permite aprovechar la energia contenida en el ADP.
Durante el ejercicio muy intenso el aporte de ATP mediado por la adenilato quinasa

hace posible mantener el esfuerzo durante intervalos importantes de tiempo™.

3.- ALTERACIONES DEL METABOLISMO ASOCIADAS A PATOLOGIAS
CARDIACAS

Segun se ha podido extraer de los puntos anteriores el metabolismo cardiaco es

mayoritariamente aerobico, ya que requiere un aporte energético que solamente se
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puede satisfacer con la oxidacion completa de los combustibles bioldgicos
anteriormente sefialados. Sin embargo, hay situaciones o patologias cardiacas que hacen
que su metabolismo energético se vea dafiado, llegando incluso a la muerte miocitaria
por déficit energético en estas células. Estos estudios muestran como el metabolismo
energético cardiaco es susceptible de cambiar de via metabdlica en respuesta a un
déficit energético. Por ejemplo, el lactato es un sustrato mas importante para la
generacion de energia en situacion patolégica que en el estado normal®. Por tanto,
existe una enorme polémica en torno a si la fosforilacion oxidativa mitocondrial se

encontraria alterada.
3.1.- Metabolismo energético en corazdn hipertrofico

3.1.1.- Metabolismo glucidico en la hipertrofia miocardica

El corazdn hipertrofico tiene un incremento del metabolismo glucidico debido
a la aceleracion de la glucolisis. En el corazon fetal hay un aumento de la disponibilidad
de NADH, que acompana al incremento de la actividad del transportador de malato-
aspartato y a la expresion del transportador malato-oxoglutarato, el cual es clave en este
proceso. Sin embargo, no pudo demostrarse el incremento del transportador en el
corazon hipertréfico. Se propuso que la capacidad propia de la lanzadera basta para la
metabolizacion del NADH o que podrian existir mecanismos alternativos no
identificados. Tampoco se hallaron otras modificaciones del metabolismo glucidico en
el corazén hipertréfico. Si bien, en modelos experimentales, se encontrd un aumento de
la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa, la cual incrementa la sintesis de
lactato, no pudo demostrarse que aumente la oxidacion del lactato en el corazon

hipertréfico.

El piruvato puede participar en las vias accesorias que proveen de hidratos de
carbono al ciclo de los acidos tricarboxilicos, proceso denominado anaplerosis. Este
metabolito puede ser carboxilado a malato u oxalacetato. En el corazén hipertréfico de

las ratas se hallé un incremento del flujo anaplerético a expensas del incremento del
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contenido de malato, lo que estaria avalado por el aumento de la expresion de la enzima
malica que carboxila al piruvato. Sin embargo, esta via disminuye la eficacia de la

produccion de ATP.

3.1.2.- Mecanismos potenciales del incremento de la dependencia de la

glucosa

Esta demostrado que durante la hipertrofia patoldgica del miocardio existe un
cambio en la regulacion de los genes que codifican las enzimas del metabolismo
oxidativo mitocondrial. Se encontrd una disminucion de los receptores alfa inductores
de la proliferacion de peroxisomas (PPAR) y del coactivador 1 de los receptores gamma
de la misma familia, los que estan vinculados al control de los genes de la oxidacién y
la transferencia de los acidos grasos, y a la proliferaciéon mitocondrial. Ademas, esta
disminuida la enzima encargada de la transferencia de los &cidos grasos hacia la
mitocondria. Por lo tanto, la reduccion de la provisién citoplasmética y mitocondrial de
los acidos grasos seria responsable de la alteracion del metabolismo de estos sustratos
en el corazén hipertrofico. En los ratones carentes de PPAR se desarrolla un perfil
metabdlico similar al del corazdn hipertréfico, mientras que la deleccion del coactivador
1 de los receptores gamma disminuye la expresion de las enzimas vinculadas a la

fosforilacion oxidativa y, por ende, se altera la sintesis de ATP.

El aumento del metabolismo glucolitico incrementa la captacion de glucosa
independiente de la insulina, lo que estaria mediado por la activacion de la proteina-
quinasa activada por el 5" adenosin-monofosfato, que a su vez se activa ante el trastorno
energético del miocardio. Este mediador aumenta la translocacion de transportadores
para glucosa y estimula la glucolisis a través de la fosforilacién y activacion de la
enzima fosfofructoquinasa (FFQ). Estos hallazgos son compatibles con la observacién
de que en el corazon hipertrofico, tanto el aumento de la glucolisis como el de la

captacion de glucosa son independientes de la insulina.

Como ya se habia apuntado anteriormente, los corazones no hipertréficos
(Figura 9) obtienen la mayoria de su energia de la oxidacion de acidos grasos de cadena
larga, con una contribucion de la glucosa, lactato y otros sustratos endégenos®:?? . En el

corazén hipertrofico (Figura 9) el ATP, es principalmente sintetizado en las
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mitocondrias a través de la fosforilacion oxidativa y utilizado por el aparato contréactil
celular, principalmente es utilizado por la miosina ATPasa para generar fuerza. Algunos
estudios han sugerido que la oxidacion de acidos grasos se ve reducida en corazones
hipertroficos y que el corazon utiliza otros mecanismos de obtencion de energia para
mantener el aporte energético®. En este sentido, se ha observado que en corazones
hipertréficos una disminucion de la B-oxidacion de acidos grasos se ve compensada con
un aumento de la produccion de ATP proveniente de la glucolisis®*. En un corazén
hipertrofico la oxidacion de &acidos grasos se ve reducida hasta un 30-40 %
comparandolo con un corazén normal®>?*#. Actualmente no se conoce con certeza el
porqué de la reduccién del principal mecanismo de obtencion energética cardiaca, se
han propuesto diferentes opciones, como la reduccion de la expresion de enzimas

2829 ¢ alteraciones en el

oxidativas implicadas en la B-oxidacion de &cidos grasos
transporte y en la entrada a la matriz mitocondrial, asi como a niveles anormalmente
bajos de carnitina miocardica.

Debido a la disminucion de energia en corazones hipertroficos, numerosos
autores han descrito un aumento significativo de la oxidacion de la glucosa o glucolisis
especialmente cuando el acetil-CoA miocéardico esta disminuido como en el caso de los

corazones hipertréficos®*"%

. Sin embargo, este aumento de la glucolisis no esta
acompariado de la oxidacién del producto final de esta ruta metabdlica, el piruvato. En
este sentido, hay algunos autores que han descrito una menor oxidacion de glucosa en
corazones hipertréficos comparandolos con los sanos®3* .
Leong y cols, apuntd que la glucolisis en corazones con hipertrofia era un 10-
15%, mientras que en corazones normales suponia entre un 20-25%% |
Por otro lado, aunque es bien conocido que la hipertrofia del ventriculo
izquierdo (HVI) conduce a insuficiencia cardiaca congestiva, los mecanismos de esta
transicion no han sido clarificados hasta la actualidad, en parte debido al
desconocimiento de las proteinas asociadas a HVI. En este sentido la mayoria de los
estudios han descrito en HVI variaciones en la expresion de proteinas asociadas al
aparato contractil celular®. Sin embargo, los mecanismos de generacién o regulacion
energetica celular deberian ser también incluidos en el mecanismo de adaptacion
cardiaca. En este sentido, dado que el corazon tiene un requerimiento energético muy
elevado, es predecible que los trastornos fisioldgicos asociados con la hipertrofia

cardiaca pudieran inducir una serie de adaptaciones que conllevaran una alteracion del
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metabolismo energético, provocando una disminucion de la funcionalidad del miocardio

hipertréfico.

Figura 9. Corazdn de rata anatomicamente normal (A) y corazén de rata hipertréfico
(B). Se puede comprobar el cambio en el tamafio del corazon, que se corresponde con

diferente masa ventricular izquierda.

3.2.- Metabolismo energético cardiaco en obesidad

Es importante sefialar que el sindrome metabolico (SM) estd intimamente
relacionado con la obesidad. La obesidad esta normalmente acompafiada de
hipertensidn, alteraciones lipidicas y resistencia a insulina por esto es importante pensar
que los cambios en la funcion cardiaca y en el metabolismo pueden no deberse

Unicamente a la obesidad, sino a las patologias asociadas a esta obesidad.

Se ha descrito ampliamente en bibliografia que la obesidad incrementa el riesgo
de patologias cardiovasculares® y lesién cardiaca®. Sin embargo, aunque es conocida la
relacién entre obesidad y disfuncidn cardiaca no se sabe los mecanismos moleculares
que los provocan. En este sentido recientes estudios han sugerido que la obesidad puede
provocar alteraciones en el metabolismo energético del corazén, a través de una
sobreestimulacion de la oxidacion de los &cidos grasos y de una acumulacién lipidica
cardiaca. Asi también se ha descrito que la obesidad afecta tanto a la funcionalidad del

sistema renina-angiotensina como a la via adrenérgica®®%** .
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3.2.1.- Acumulacion lipidica cardiaca

Ya que en condiciones de obesidad existen elevados niveles de acidos grasos, en
forma de triglicéridos o &cidos grasos libres acoplados a albumina, seria plausible
pensar que podria darse una acumulacién lipidica en el corazén®* produciéndose
lipotoxicidad cardiaca, atribuible al desbalance existente entre la elevada cantidad de
4cidos grasos y la limitada oxidacion de éstos*’. Esta lipotoxicidad se ha visto que
ocurre en el tejido muscular esquelético o el higado, en los que un bajo ratio de
oxidacion de &cidos grasos originan acumulacion lipidica Ilegando incluso a provocar
resistencia a insulina****“ .Sin embargo, multiples estudios con modelos animales y en
humanos, han descartado la posibilidad de una alteracion funcional cardiaca debido a la
acumulacion de tejido graso. Estos estudios mostraron unos elevados ratios de
oxidacién de acidos grasos, con una elevada produccion de acetil CoA mediante la B-

oxidacion.

3.2.2.- Metabolismo de &cidos grasos en el corazon en condiciones de
obesidad

Varios estudios han demostrado que ain habiendo una gran cantidad de acidos
grasos en sangre, en el corazén no se produce la acumulacién de estos compuestos. Esto
ha sido explicado por el significativo incremento de la oxidacion de acidos grasos en
este tejido, ademas este aumento del metabolismo se ha asociado a una posible
resistencia a insulina y diabetes tipo 2, debido a una hiperglucemia como consecuencia

de alteraciones en la glucolisis.

Las vias por las que parece se estimula la B—oxidacion mitocondrial en obesidad

son varias:

3.2.2.1) Activacion de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas
(PPARS)

Los PPAR son un grupo de proteinas pertenecientes a la familia de receptores de
ubicacion nuclear que se comportan como factores que modulan la transcripcion del

acido desoxirribonucleico (ADN) al unirse a elementos de respuesta especificos de
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ciertos genes blanco. Hasta el momento se han descrito cuatro tipos principales de
PPAR designados como a, B, o, y; estos receptores se encuentran involucrados en la
regulacion de diferentes procesos metabdlicos como la B-oxidacion. Los acidos grasos
son ligandos enddgenos para los PPARs que a traves de la sintesis de proteinas,
disminuyen los niveles de 4cidos grasos en el corazén®’**®, Por tanto, en una situacion
con elevados niveles de &cidos grasos, como es la obesidad, la activacion de
metabolismo de acidos grasos estara sobreestimulada. En este sentido, los PPARPB/S

regulan la expresion de enzimas clave asociadas a la oxidacién de los &cidos grasos*® .

3.2.2.2) Activacidn de carnitina palmitoil transferasa I (CPTI).

La CPTI es una enzima mitocondrial perteneciente a la familia de las carnitina
acil transferasas, que facilita el transporte de acidos grasos al interior mitocondrial. Esta
enzima cataliza la reaccién de union de carnitina a &cidos grasos para su posterior
entrada a la mitocondria a través de unos transportadores o translocadores
mitocondriales®. Por tanto, esta enzima es fundamental para la iniciacion de la oxidacion
de los &cidos grasos, ya que en funcion de los niveles de entrada de acidos grasos se
incrementara o disminuird en gran medida la oxidacion de acidos grasos. La regulacién
de la CPTI esta controlada por el primer intermediario en la sintesis de los &cidos
grasos, la malonil CoA. La malonil CoA es un potente inhibidor de la CPTI y un
importante marcador de oxidacion cardiaca. La malonil CoA es sintetizada por la acetil-
CoA carboxilasa (ACC) y es degradada por la malonil-CoA descarboxilasa®™ . A su
vez, la ACC esta controlada por la AMP-quinasa, la fosforilacion de la ACC por la
AMP-quinasa induciria una inactivacion de la malonil-CoA, estimulandose la actividad

de la CPTI, potenciandose por tanto la oxidacion de los &cidos grasos.

3.2.3.- Metabolismo de la glucosa en obesidad

En situaciones con un alto ratio de oxidacion de acidos grasos, como lo es la
obesidad, numerosos estudios han descrito una inhibicion de la oxidacién de la glucosa

57 & incluso una resistencia a la insulina, como consecuencia de los

o glucolisis
elevados niveles glucosa. Estudios utilizando modelos animales han mostrado que un

metabolismo de acidos grasos anormalmente estimulado induce el desarrollo de
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cardiomiopatias diabéticas debido a la inhibicion, al menos parcialmente, de la
glucolisis y a la disminucién de la eficiencia mecénica cardiaca®®®. Apoyando el
resultado de estos estudios le han seguido una serie de publicaciones en las que se ha
descrito una reactivacion de la glucolisis seguida de una significativa mejora de la
funcién contractil cardiaca en animales diabéticos, tras el tratamiento con farmacos

inhibitorios de la B-oxidacion® .

Otro de los efectos del aumento de la oxidacion de acidos grasos es la inhibicon
de la oxidacion de la piruvato mediada por la PDH que cataliza la formacion de acetil-
CoA. El acumulo de piruvato es degradado a lactato de forma anaerodbica, esta
generacion de lactato genera hidrogeniones que acidifican el medio citoplasmatico. En
la célula, como respuesta fisioldgica al aumento de protones, se produce un intercambio
de iones a través de canales ionicos, generandose en Ultima instancia una sobrecarga de
iones calcio intracelular®® .En el transporte de iones para eliminar los hidrogeniones se

consume energia (ATP), disminuyéndose la eficiencia cardiaca.
3.2.4.- Alteracion de la sintesis de adipoquinas en obesidad

La obesidad afecta la secreciéon de algunas adipoquinas, especificamente se ha
descrito que la obesidad incrementa la sintesis por parte del tejido adiposo de la leptina
y disminuye la sintesis de adiponectina®, las cuales tienen un importante impacto en el

sistema vascular y en el corazén®®"°,

La adiponectina es una proteina de 247
aminoacidos (peso molecular: 30 kilodaltons) formando cuatro dominios, que es
sintetizada exclusivamente por el tejido adiposo. Los niveles de adiponectina son
significativamente mas bajos en pacientes obesos comparados con controles no obesos,
y estan inversamente relacionados con el indice de masa corporal (IMC) 2. Aunque se
sabe que la adiponectina tiene un efecto directo sobre el corazon, algunos estudios han
mostrado que el tejido miocardico expresa tres receptores Adipo R1, Adipo R2 y

Cadherina T para la unién de esta adipoquina’"

, No esta claro el papel que desempefia
la adiponectina sobre el corazon. En este sentido, Morabito y colaboradores
describieron que la adiponectina estimulaba la oxidacién de &cidos grasos en miocitos
de ratas”. Diferentes estudios han sugerido que la adiponectina estimula la activacion
de la enzima AMP-quinasa y que esta activacion de AMP-quinasa es la causa del efecto

estimulante de la adiponectina sobre la oxidacion de los acidos grasos. Sin embargo, las
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conclusiones que se pueden extraer de estas evidencias experimentales relacionadas con
la obesidad no estan claras, ya que en pacientes obesos la adiponectina esta
significativamente disminuida, pero la B-oxidacion de &cidos grasos esta netamente

incrementada.
3.2.4.1) Efectos cardiacos de la adiponectina

Existen evidencias experimentales de que la adiponectina podria tener un papel
importante en la proteccion de patologias cardiacas como la HVI. Shibata y
colaboradores, utilizando un modelo animal de ratones knockout para la adiponectina,
describieron que la sintesis de adiponectina mejoraba la HVI y la mortalidad’.
Diferentes vias se han sugerido para explicar este efecto protector, asi hay estudios que
postulan que la proteccion ejercida por la adiponectina, es debida a la activacion de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) en miocitos cardiacos, ya que la inhibicién de esta enzima
revirtio los efectos cardioprotectores de la adiponectina’’. Otra de las posibles vias
relacionadas con los efectos de la adiponectina es la sintesis de NO (6xido nitrico) a
través de la estimulacion de la Oxido nitrico sintasa endotelial (NOSe) por un
mecanismo dependiente de AMP-quinasa’®’®. Sin embargo, a pesar de los aparentes
efectos protectores de adiponectina sobre la hipertrofia cardiaca, también existe un
clinico que muestra como elevados niveles de adiponectina estan asociados con un
incremento del riesgo de la mortalidad en pacientes con insuficiencia cardiaca

congestiva.
3.2.4.2) Efectos cardiacos de la leptina

La leptina es una proteina de 167 aminoacidos, que incluye un péptido sefial de
21 aminoéacidos, su sintesis ocurre principalmente, aunque no de forma excluyente, a
nivel del tejido adiposo blanco. Esta hormona esta positivamente correlacionada con el
IMC® .La leptina tiene un amplio rango de 6rganos diana, en este sentido se ha
sugerido que tiene efectos directos sobre el corazdn, ya que han sido identificados
receptores para la leptina en corazén, Ob-Ra, Ob-Rb y Ob-Re®! .

Diferentes estudios han mostrado en corazén de rata, que la leptina incrementa la
oxidacion de 4cidos grasos, pero que no altera el metabolismo de la glucosa®. El

incremento de la oxidacion de acidos grasos esta asociado con una disminucion del
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contenido de triglicéridos y un incremento del consumo de oxigeno miocardico
finalizando en una deficiencia o insuficiencia cardiaca. Interesantemente, Palanivel y
colaboradores mostraron que la elevacidn de niveles de leptina no modifico el transporte
de glucosa a traves de los receptores GLUT ni la oxidacion de la glucosa o la formacion
de glucégeno en cardiomiocitos®. Otros estudios han sugerido un aumento del
transporte de la glucosa en el musculo esquelético®, sin embargo en nuestro
conocimiento no hay estudios que hayan mostrado un aumento del transporte de la
glucosa en el corazon. En este sentido, hay muy pocos estudios recientes, que hayan
analizado el efecto directo de la leptina sobre enzimas representativas del metabolismo
miocardico, existiendo solo algin modelo animal deficiente en leptina genéticamente,

en los que resulta dificil sugerir efectos directos de la leptina sobre el corazon.
3.3.- Metabolismo energético cardiaco en la resistencia a insulina y la diabetes

El transporte de la glucosa esta deteriorado en corazones diabéticos®®. Este
deterioro en el transporte de la glucosa se ha explicado por la disminucion en la

8990 También se

concentracion de transportadores GLUT 1 y GLUT 4 en el miocardio
ha descrito que la glucolisis esta significativamente reducida en corazones de ratas
diabéticas®®. Esta disminucién de la oxidacién de la glucosa estd asociada a una
acumulacion intracelular de la glucosa-6-fosfato, y una disminucion en la proporcion
fructosa 1,6-bifosfato/fructosa 6-fosfato™. La FFQ es la enzima que cataliza la
conversion de fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6-bifosfato, y se caracteriza por la pérdida
de actividad enzimatica en presencia de altos niveles de citrato, y altos niveles de la
ratio de ATP/ADP y/o NADH/NAD+. En este sentido, también se ha descrito que en
corazones diabéticos se estimula la oxidacion de acidos grasos, esta f-oxidacion genera
una gran cantidad de citratos que contribuye a disminuir la actividad de la FFQ* .

La baja concentracion de insulina en pacientes con diabetes provoca una
estimulacion de la lipdlisis en miocitos. Numerosos estudios han demostrado que la
estimulacion de la lipdlisis, debido a los bajos niveles de insulina en diabetes, estan
directamente relacionados con el deterioro en el transporte de la glucosa y de la

oxidacion de ésta® .
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3.3.1.- Efectos de la resistencia a insulina y diabetes sobre la oxidacion del
piruvato

Numerosos estudios han demostrado que los niveles de oxidacion tanto de la
glucosa como del lactato estan significativamente disminuidos en modelos animales de
diabetes®® . La reaccion de descarboxilacion del piruvato es el paso fundamental en la
oxidacion de carbohidratos y es catalizada por la PDH. La PDH es inhibida por
elevados niveles de acetil CoA, NADH y ATP, por tanto una sobreestimulacion de
oxidacion de &cidos grasos, como ocurre en individuos con diabetes provoca una

disminucién de la oxidacion de carbohidratos, mediado por la inhibicién de la PDH¥%

3.3.2.- Efectos de la resistencia a insulina y diabetes sobre la oxidacion de

acidos grasos.

La principal fuente de energia para el corazon es aportada por los acidos grasos
libres unidos a la albumina y los contenidos en los triglicéridos formando parte de los
quilomicrones, ambas fuentes estan aumentadas en condiciones diabéticas'®®, Dos
interesantes estudios, utilizando corazones de ratas diabéticas, revelaron que en
condiciones de ausencia total de acidos grasos, la oxidacion de glucosa era muy baja
aportando tan solo menos del 20% de los requerimientos de ATP para el corazon. Este
dato sugiere que los altos niveles de &cidos grasos no son los Unicos responsables de la
baja oxidacion de glucosa en corazones de ratas diabéticas. Algunos grupos de
investigacion han apuntado a alteraciones en la funcionalidad de la PDH o a
alteraciones en los mecanismos de entrada de &cidos grasos en la mitocondria para

explicar el aumento de la oxidacion de &cidos grasos frente a la oxidacion de la glucosa.

3.3.3.-Efecto de la resistencia a la insulina y la diabetes en la fosforilacion

oxidativa mitocondrial

Tambien se ha descrito que la diabetes podria alterar la eficacia de la
fosforilacion oxidativa mitocondrial. En este sentido tres estudios han descrito
deficiencias en la cadena transportadora de electrones en corazones de ratas
diabéticas'®?*" lo que derivaria en una disminucién de la produccién de ATP. Sin

embargo, varios trabajos han mostrado que aunque la respiracion mitocondrial esté
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deprimida en condiciones de diabetes, la media de producciéon de ATP no parece ser

menor que la de un corazén sano.
4.- MIOCARDIOPATIA HIPERTENSIVA

La cardiopatia hipertensiva es la afectacion del 6rgano diana que comporta
mayor morbi-mortalidad en el paciente hipertenso'®. La hipertrofia cardiaca y
concretamente la HVI es considerada como un mecanismo adaptativo frente al aumento
de carga en pacientes con hipertension, siendo considerada como una de las
enfermedades mas comunes del mundo®. Desde un punto de vista celular, la HVI
puede ser considerada el resultado final de un exagerado crecimiento de miocitos en
respuesta a estimulos hemodindmicos y/o no hemodinamicos. Existen una gran cantidad
de mecanismos que tratan de dar explicacion a la generacion de la hipertrofia cardiaca,
en los que se incluye el desequilibrio entre la apoptosis y la generacion celular
miocardica®*. También han sido descritos multiples vias de sefializacién celular
asociadas a la hipertrofia miocéardica™?, vias de los calceneurinicos, proteinas G, y
otras'****°, Sin embargo, el mecanismo molecular que induce al remodelamiento celular
en la hipertrofia miocardica es desconocido en la actualidad. Todos los componentes
histologicos del miocardio se afectan cuando se desarrolla la cardiopatia hipertensiva
(Tabla 1), siendo la hipertrofia miocitaria, la fibrosis intersticial y la hipertrofia de la
pared de las arterias intramiocérdicas las tres lesiones principales.

Estudios epidemioldgicos han sugerido que la hipertrofia ventricular izquierda
podria predecir un mal pronéstico para los pacientes con hipertension principalmente a
aquellos pacientes con factores de riesgo asociados a insuficiencia cardiaca congestiva,
arritmias ventriculares y sincopes''®**’. Se han identificado algunos marcadores como
los péptidos natriuréticos y la isoforma beta de la cadena pesada de la miosina en la

hipertrofia cardiaca o en el fallo cardiaco™®**

. Inclusive lleg6 a pensarse al inicio del
estudio de la patologia cardicaca, que la hipertrofia del corazén era un paso previo y
necesario para el fallo cardiaco. Por tanto, la regresion de la hipertrofia cardiaca podria

mejorar la funcién cardiaca y reducir la mortalidad y la morbilidad cardiaca?*?* .
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Tabla 1. Diferentes lesiones asociadas al desarrollo de cardiopatia hipertensiva.

Lesion de los » . . Lesiones de los vasos
- Lesién del intersticio .
cardiomiocitos coronarios

Alteraciones de la
) ) Aumento del nimero de células i
Hipertrofia ) o geometria de la pared de
intersticiales
los vasos

Aumento del deposito de colageno o
) o ] Disminucion del nimero
Aumento de la apoptosis  fibrilar y otras proteinas de la ) )
) de arteriolas y capilares
matriz extracelular

4.1.- Mecanismos de estimulacion de la hipertrofia cardiaca

La capacidad del miocardio para crecer depende principalmente de la sintesis
proteica de los miocitos. Esta sintesis proteica estd determinada por la cantidad de
ribosomas presentes en el citoplasma celular y por un mecanismo denominado
transcripcion, por el que se genera el ARNm (&cido ribonucleico mensajero)
correspondiente a cada gen, que posteriormente se traducira a una proteina. Por tanto, el
crecimiento miocardico hipertensivo puede ser considerado como un proceso de
estimulacion de la transcripcion de genes codificantes para proteinas del miocito en
respuesta a una elevada presion sanguinea.

En la bibliografia més reciente, se han descrito numerosos factores estimulantes de
la sintesis proteica en la hipertrofia ventricular izquierda, que pueden agruparse en

mecanismos hemodinamicos y no hemodinamicos.

4.2.- Mecanismos hemodinamicos de la hipertrofia del ventriculo izquierdo

Diferentes mecanismos pueden inducir crecimiento o engrosamiento del
miocardio debido a factores hemodindmicos en pacientes con hipertension arterial.
Numerosos estudios han descrito que el engrosamiento de la pared ventricular, debida al
aumento de la presion intraventricular, acelera el proceso de sintesis proteica y
disminuye la degradacién proteica'®**?. Este ensanchamiento de la pared ventricular es
una variable mecénica relacionada directamente con el crecimiento celular miocérdico

durante la sobrecarga hemodinamica®?*
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4.2.1.- Mecanotransduccién

El ensanchamiento mecéanico y la deformacidn celular generan una gran cantidad
de sefiales celulares que modifican el ratio de ARNm y por tanto de la sintesis y
degradacion proteica, e inclusive puede modificar la actividad proteica. El
ensanchamiento del miocardio estimula la sefializacion de crecimiento celular, se ha
descrito que un aumento de la presion aortica incrementa el contenido de AMPc
(adenosin monofosfato ciclico) citoplasmatico, que estimula la actividad de proteinas-
quinasas dependientes de AMP, como la proteina quinasa C, responsable de la
activacion de la transcripcion de genes codificantes para proteinas cardiacas como la o-
actina'®?®. En este sentido, también se ha demostrado que los miocitos presentan
canales i6nicos en la membrana citoplasmatica asociados a proteinas G, susceptibles de

ser activados por estimulos mecénicos*?’

4.3.- Mecanismos autocrino-paracrino del miocardio en respuesta a una

sobrecarga hemodinamica.

El tejido miocéardico tiene capacidad para producir moléculas con propiedades
troficas en respuesta a una sobrecarga hemodindmica. Hay multiples evidencias
experimentales que muestran una accion autocrina o paracrina de algunos factores de
crecimiento y hormonas, liberadas por el propio tejido miocardico bajo condiciones de

elevada presion intraventricular.
4.3.1.- Factores de crecimiento

Es bien conocido que algunos protooncogenes pueden codificar tanto para
factores de crecimiento como para sus receptores. La expresion de algunos factores de
crecimiento celular, codificados por protooncogenes, se ha visto aumentada en el
miocardio bajo condiciones de sobrecarga mecénica*?® .Esto pone de manifiesto el papel
que desempefian algunos protooncogenes como mediadores de crecimiento cardiaco en

condiciones de sobrecarga hemodinamica.
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4.3.2.- Angiotensina Il

En la bibliografia existen multiples evidencias que apoyan la idea de que la
angiotensina Il podria actuar como un factor paracrino-autocrino, promoviendo el
crecimiento cardiaco.

En este sentido, Dzau y cols, mostraron que la expresion de los genes
codificantes para la renina y el angiotensindgeno en el ventriculo izquierdo de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) estaban significativamente incrementadas
comparada con la de ratas control. También destacO que tanto la actividad del
angiotensindgeno como la de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) estaban
significativamente incrementadas en el ventriculo izquierdo de corazones hipertréficos

129 Otro estudio realizado por Sadoshima y cols,

de ratas con estenosis aortica cronica
reveld una elevada liberacion de angiotensina Il en miocitos aislados sometidos a una
sobrecarga mecanica™*. Posteriormente, en otro estudio dirigido por Kojima y cols, se
describié que el crecimiento celular de miocitos mediado por factores mecanicos, fue

inhibido usando un antagonista del receptor de angiotensina Il (TCV-116)"%

4.3.3.- Miotrofina

Otra molécula que se ha descrito como factor autocrino-paracrino es la
miotrofina. La miotrofina es un factor soluble localizado principalmente en el
miocardio. Desde su descubrimiento, se observd su capacidad para incrementar los
niveles de ARNm de genes cuya expresion esta alterada cuando se produce un
crecimiento exacerbado del ventriculo izquierdo, como la cadena pesada de la pB-

miosina, a-actina®®? .
4.4.- Mecanismos no hemodinamicos de la hipertrofia del ventriculo izquierdo
Tambien hay multiples evidencias que apoyan la teoria de que un gran numero

de estimulos no hemodinamicos juegan un importante papel desencadenante en la

aparicion de hipertrofia ventricular asociada a hipertension arterial.
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Una serie de estudios sugieren que algunos factores, incluyendo
neurotrasmisores y hormonas, podrian tener efectos directos en el crecimiento

miocardico en respuesta a la sobrecarga hemodinamica.
4.4.1.- Neurotrasmisores

Se ha descrito que el tratamiento con norepinefrina en miocitos aislados y en
corazones inducen expresion de proteinas como la cadena pesada de la f-miosina o la a-

actina.
4.4.2.-Hormonas

Con respecto a la accion de las hormonas, varios experimentos han mostrado que
la fibrosis intersticial del miocardio presente en varios modelos animales de
hipertension estan directamente relacionadas con la elevacion de la aldosterona en
plasma, generado por una entrada excesiva de Na®, debido a la sobrecarga
hemodindmica'*****. También se ha descrito que la angiotensina Il ejerce un efecto de
estimulacion de la sinteis proteica de la matriz extracelular. La angiotensina 1l
incrementa la sintesis de colageno en los fibroblastos de manera directamente
proporcional a la concentracion de angiotensina Il. Como es bien sabido, el efecto de la
angiotensina Il sobre los miocitos y los fibroblastos cardiacos es a través del receptor
AT1™. Se ha descrito que los niveles de ARNm codificante para angiotensina 11 y los
receptores estan incrementados en el ventriculo hipertréfico de ratas hipertensas™*® .Otro
de los mecanismos por el que la angiontensina Il favorece el incremento de matriz
extracelular, es la inhibicion de enzimas implicadas en la degradacion de la matriz
extracelular. En este sentido, se ha descrito que la angiotensina Il reduce la actividad de
la colagenasa (enzima encargada de degradar el colageno) en cultivo de fibroblastos de
rata. Este efecto inhibitorio de la angiotensina Il sobre las enzimas de la degradacion del
colageno, puede ser anulado con antagonistas del receptor AT,, como el PD123177,

pero no con antagonistas del receptor AT, como el losartan.
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5.- SINDROME METABOLICO

Se denomina Sindrome metabdlico (SM) o sindrome Plurimetabdlico, a la
conjuncion de varias enfermedades o factores de riesgo en un mismo individuo que

aumentan el riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular o diabetes mellitus*®" 3

Los factores de riesgo presentes en individuos con SM son principalmente:
e Obesidad abdominal

e Hipertension arterial

e Resistencia a la insulina

e Hiperglucemia

e Dislipemia

Se ha descrito que el riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 para los sujetos
con el SM se incrementan de cinco a nueve veces***'*°. Como todos los componentes
del SM son factores de riesgo cardiovascular, los pacientes afectados con este sindrome
tienen cuatro veces mas elevado el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular y
muerte’**

La frecuente asociacion entre hipertension arterial y diabetes mellitus ha sido

ampliamente descrita’*?

, pero la interrelacion con la obesidad u otras situaciones de
riesgo, como las alteraciones del metabolismo de la glucosa, hacen pensar que la base
de esta asociacién epidemioldgica podria responder a vinculos fisiopatoldgicos
comunes. La resistencia insulinica, la inflamacion o la disfuncion endotelial son algunos
de los posibles mecanismos.

Existe una estrecha relacion entre la obesidad abdominal y los factores de riesgo
que definen el SM, especialmente la hipertrigliciremia'*®. Incluso se ha llegado a pensar
gue el almacenamiento disfuncional de energia del obeso es el punto clave para el
desarrollo del SM. La tendencia fisioldgica es el almacén de triglicéridos en adipocitos
pequefios perifericos, pero cuando la capacidad de estas células se sobrepasa, se

acumulan en el masculo y causan resistencia a la insulina de dichos tejidos**
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El tejido adiposo secreta multitud de hormonas relacionadas con el control de la
saciedad y la resistencia a insulina: la adiponectina es inversamente proporcional al
grado de insulinorresistencia. La adiponectina es una citoquina antiinflamatoria que se
produce de manera exclusiva en los adipocitos. En el higado inhibe la expresion de
enzimas gluconeogénicas y disminuye la produccion de glucosa enddgena.

La leptina interviene en el control de la saciedad y su defecto produce hiperfagia
y obesidad. Los valores de leptina estan elevados en los obesos con SM, lo que podria
implicar un defecto de su actividad. El resto de mediadores producidos por los
adipocitos (TNF-o, IL-6, etc) estdn en relacion con la presencia de un ambiente

inflamatorio crénico que contribuye a la disfuncién endotelial*.
6.- EFECTOS DEL SOBREPESO Y LA OBESIDAD SOBRE EL CORAZON

Las dietas ricas en carbohidratos y grasas ademas de producir el evidente
aumento de peso corporal y la deposicién de grasa visceral favorecen una disminucién
en la funcion del ventriculo izquierdo e incluso hipertrofia ventricular**® .Por ello, las
guias de nutricién recomiendan dietas con bajo colesterol, pocas grasas saturadas y rica
en carbohidratos para prevenir enfermedades relacionadas con el sistema
cardiovascular'®’. La expresion de proteinas pertenecientes a las principales vias
metabdlicas celulares estan modificadas en la hipertrofia ventricular respecto a
corazones no hipertrofiados'*® .En este sentido, la expresién de proteinas relacionadas
con la oxidacion de &cidos grasos y glucosa se han mostrado significativamente
reducidas en corazones de ratas hipertroficas mientras que la expresion de proteinas
relacionadas con la cadena respiratoria mitocondrial estaban significativamente
aumentada.

Este aumento de peso unido al sindrome de resistencia a la insulina parece
estar relacionados con la alteracién del metabolismo cardiaco y de las proteinas
implicadas en su regulacion y correcto funcionamiento™*® ‘Chiu y cols, desarrollaron un
modelo de ratones transgénicos que sobreexpresaron acil CoA sintetasa en el corazon.
Esta enzima tiene un papel principal en el transporte de los &cidos grasos a traves de la
membrana plasmatica celular. Estos ratones acumularon en los miocitos gran cantidad
de triglicéridos, lo cual estd relacionado con hipertrofia cardiaca seguida de un
desarrollo de disfuncion del ventriculo izquierdo y muerte prematura debida a procesos

apoptoticos. Esto sugeriria que un desajuste entre el consumo y oxidacion en una ruta
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metabdlica fundamental para el metabolismo cardiaco como es la oxidacion de acidos
grasos puede llevar a graves problemas a nivel cardiaco.

La obesidad es un importante predictor del consumo de oxigeno miocardico y de
descenso de la eficiencia cardiaca mientras que la resistencia a la insulina predice de
forma eficaz el consumo, utilizacién y oxidacién de acidos grasos™. Estos cambios
metabolicos ponen de manifiesto una menor eficiencia cardiaca en individuos obesos.
Las consecuencias en el corazon del incremento del peso corporal y del sindrome de
resistencia a insulina producida por una dieta rica en grasa (DRG) no han sido del todo
investigadas de forma coherente. Por ello, podria ser de interés analizar si la expresion
de proteinas asociadas con las principales vias metabdlicas, podrian estar afectadas por
este tipo de dieta alta en contenido graso y por la resistencia a insulina, lo que
podriamos usar como predictor de fallo miocardico antes incluso de que se produjeran

cambios a nivel tanto estructural como funcional.

7- MODELO EXPERIMENTAL DE RATAS ESPONTANEAMENTE
HIPERTENSAS

Los modelos animales de una enfermedad humana se utilizan ampliamente en el
disefio de nuevos farmacos, facilitando la comprension de la fisiopatologia de
numerosas enfermedades en humanos como es el caso de la hipertension arterial. Sin
embargo, un modelo animal puede presentar diferencias significativas en la
fisiopatologia o complicaciones de una enfermedad en humanos. Por ello, es evidente
que cuanto mayor sea el grado de similitud entre un modelo experimental con una
enfermedad humana mayores seran las posibilidades de comprender su fisiopatologia.

El uso de ratas SHR es el modelo animal mas comin hasta la actualidad en
estudios experimentales de hipertension arterial, ademas este modelo no desarrolla
complicaciones vasculares, como aterosclerosis 0 accidentes cerebrovasculares que
pudieran interferir en el objetivo del estudio™.

Por tanto, el modelo animal basado en ratas SHR aporta un magnifico modelo
experimental de sobrecarga arterial en el que se presenta una hipertension con muchas
similitudes a la humana, pues se pueden observar las diferentes fases de pre-
hipertensién, desarrollo y mantenimiento de la hipertensién, como en el caso de los

humanos. Otras de las similitudes de este modelo animal con la patologia en humanos
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es el desarrollo también en estas ratas de un incremento de la masa cardiaca y la
transicion a la insuficiencia cardiaca, que en estas ratas ocurre entre los 18 y 24 meses
de edad. Por tanto, estas ratas SHR proporcionan un excelente modelo experimental
para el estudio de la generacion y desarrollo de la hipertrofia cardiaca™?. El estudio
mediante la protedmica del corazon de estas ratas nos permitira conocer las variaciones
en la expresion de proteinas asociadas al metabolismo energético de corazones
hipertréficos debido a la sobrecarga mecanica soportada por el ventriculo izquierdo del

corazon.

8.- MODELO EXPERIMENTAL DE RATAS ALIMENTADAS CON
DIETA RICA EN GRASA

Al igual que sucedia con el modelo experimental animal anteriormente
mencionado, el modelo de ratas Wistar Kyoto (WKY) es usado comUnmente debido a
su polivalencia desde el punto experimental, con una vida media larga que le hace
especialmente Util en estudios de supervivencia.

Los modelos de dietas ricas en grasa en roedores han contribuido a lo largo de

los afios al estudio de la patofisiologia del SM y de sus patologias asociadas™>®

Este tipo
de dietas promueven hiperglucemia y resistencia a la insulina a nivel sistémico, debido a
ello estd ampliamente aceptado que este es un buen modelo para el estudio del SM,
resistencia a insulina y funcionalidad de la células beta pancreaticas. En la literatura,
diferentes dietas con muy distinta composicion en &cidos grasos han sido todas
agrupadas bajo la denominacion de dietas ricas en grasas con la consecuente
variabilidad de resultados debido a ello.

En ratas WKY, una ingesta elevada de aceite de oliva no parece afectar al
metabolismo cardiaco mientras que una ingesta elevada de grasa proveniente del coco
no parece ser demasiado perjudicial en términos de obesidad ni de resistencia a insulina
pero esta asociada con esteatosis hepatica prominente e hipertrigliceridemia.

Los animales alimentados con dietas altas en grasa a base de aceite de pescado
siguen siendo delgados y sensibles a la insulina. Ademas con dicha dieta las ratas no
desarrollan aterosclerosis pero si aumentan sus niveles de triacilglicéridos y desarrollan

resistencia a insulina.
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El estudio de este modelo animal nos permitira analizar las proteinas asociadas
a las principales rutas metabdlicas energéticas en ventriculos izquierdos antes que
sucedan y puedan ser detectadas modificaciones estructurales y/o funcionales del
corazon, ademés de la posible asociacion de estos cambios con el sindrome de

resistencia a insulina y los niveles circulantes de leptina.

9.- PROTEOMICA

La protedmica es el estudio a gran escala de las proteinas, en particular de su
estructura y funcién®**!*®. Las proteinas son partes vitales de los organismos vivos, ya
que son los componentes principales de las rutas metabdlicas de las células. El término
protedmica fue acufiado en 1997como una analogia con gendmica, el estudio de los
genes™®®.

La protedmica permite realizar el analisis del conjunto de todas las proteinas
presentes en una Unica muestra (célula, tejido, érgano o fluido y en definitiva cualquier
muestra que contenga proteinas) en un momento dado, pero no sélo aquellas proteinas
procedentes de la expresion génica, sino también de todas aquellas proteinas generadas
por las distintas modificaciones post-traduccionales a las que puede verse sometida una

proteina.

La descripcion del proteoma permite tener una imagen dindmica de todas las
proteinas expresadas, en un momento dado y bajo determinadas condiciones concretas
de tiempo y ambiente. El estudio y comparacién sistematico del proteoma en diferentes
situaciones metabolicas y/o patoldgicas permite identificar aquellas proteinas cuya
presencia, ausencia o alteracion se correlaciona con determinados estadios fisioldgicos.
En el caso concreto del anélisis protedmico asociado a patologias concretas, es posible
identificar proteinas que permitirian diagnosticar la enfermedad o pronosticar la
evolucion de la misma. Dichas proteinas se conocen con el nombre genérico de

biomarcadores®™’

La protedmica es una técnica relativamente reciente. Para su despegue
definitivo, ha sido necesaria la consolidacion definitiva de la espectrometria de masas
(MS) como técnica aplicada al analisis de moléculas biologicas y el crecimiento

exponencial en el numero de entradas correspondientes a genes y/o proteinas en las
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bases de datos. Esto, combinado con el empleo de potentes métodos de fraccionamiento
y separacion de péptidos y proteinas como el 2D-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida de dos dimensiones) y la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), ha permitido consolidar la proteémica, desde mediados de los afios 90 del siglo

pasado, como ciencia para el anélisis masivo de proteinas™®®.

Esta técnica ha ido evolucionando a lo largo de los afios convirtiéndose poco a
poco en una herramienta Util y poderosa para el estudio de multiples patologias. Fue
sufriendo un progresivo auge durante los afios 90 coincidiendo con el comienzo de la
era de la MS, que como comentaré mas adelante es una técnica de apoyo fundamental
para el estudio protedmico que ha evolucionado de forma espectacular en los Gltimos
afios permitiéndonos poco a poco realizar estudios cada vez mas interesantes y

exhaustivos.

La protedmica es considerada el siguiente paso en el estudio de un sistema
bioldgico tras la gendmica. Es mas complicada que la gendémica porque mientras que el
genoma de un organismo es mas 0 menos constante, el proteoma difiere de una célula a
otra y de un momento a otro. Esto se debe a que en los distintos tipos de células se
expresan genes distintos, lo que implica que se debe determinar hasta el conjunto basico
de proteinas producido en una célula. Un factor adicional de complejidad son las
modificaciones que pueden sufrir la estructura o secuencia basica de la proteina, esto es,
aquella que aparece codificada en el genoma. Dichas modificaciones provienen
basicamente de dos fuentes: el recorte o “splicing” alternativo de los ARNm que
codifican para la proteina y las modificaciones postraduccionales (fosforilacion,
metilacién, acetilacién, etc) que normalmente sirven para modificar o modular la
actividad,funcién o localizacién de una proteina en diferentes contextos fisioldgicos o

metabolicos®™®

. Ambas fuentes de complejidad incrementan sustancialmente el niamero
de proteinas diferentes que pueden existir: se estima que a partir de los 25 000-30 000
genes que codifican para proteinas en el genoma humano, podrian generarse un nimero

de proteinas diferentes que oscilaria entre 500.000-1.000.000 (Figura 10).

En el pasado, el analisis de los genes que se expresaban en diferentes tipos de
células y tejidos y en diferentes contextos fisioldgicos era realizado principalmente

mediante un andlisis de ARNm, pero se encontro que a menudo no existia una
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correlacion directa entre el contenido en ARNm y el contenido proteico'®®*®!. Se sabe
que el ARNm no siempre se traduce a proteina y que la cantidad de proteina producida
por una cantidad dada de ARNm depende del estado fisioldgico de la célula. Las
técnicas protedmicas actuales permiten confirmar la presencia o ausencia de una 0 mas

proteinas concretas y determinar su cantidad, bien en valores absolutos o relativos'®®
Las principales &reas de estudio de la protedmica son:

1. ldentificaciobn de proteinas y caracterizacion de sus modificaciones
postraducionales
2. Protedmica de "expresion diferencial”

3. Estudio de las interacciones proteina-proteina

La enorme complejidad (varios miles de proteinas diferentes) del proteoma de
la mayor parte de los organismos vivos obliga al empleo de diversas técnicas para
separar las proteinas. Entre las técnicas mas comunes se encuentran la electroforesis

mono Y bidimensional.

Asi mismo, esta técnica nos permite detectar la existencia de distintas
isoformas de una proteina, y analizar las posibles variaciones en su expresion, algo que
hasta el momento con el resto de técnicas empleadas para el andlisis e identificacién de

proteinas era practicamente imposible.

44



Introduccion

TRANSCRIPCION

N | SPLICING ALTERNATIVO | RN

Mezcla de Proteina 1

i |:> al%Evl?l%?:;lo ”:m ::>
’\v \ lw--- / Gran
A\/ variabilidad

] (G

Proteina 2

Modificaciones
postraduccionales: TRADUCCION
acetilaciones, metilaciones,

L2 B

PROTEINAS

Figura 10. Variabilidad de la expresion proteica.
9.1.- Fundamentos de la técnica

La protedmica basicamente implica la separacion, identificacion vy
caracterizacion de la naturaleza y posicién de las modificaciones proteicas. Consiste en
la combinacion de distintas técnicas: electroforesis bidimensional, analisis de imagen,
MS vy bioinformatica. Ademaés, permite la obtencion de informacion tanto cualitativa
como cuantitativa, puesto que nos permite detectar la presencia o ausencia de una
determinada proteina(s) en la célula, tejido u 6rgano que estemos estudiando, asi como
obtener informacidn sobre variaciones en su expresion ante distintas situaciones como
puede ser tras el tratamiento con algin farmaco, o la simple comparacion entre la
situacion normal frente a una patologica.

La electroforesis bidimensional consiste como bien indica su nombre en someter a las
proteinas presentes en una muestra a un proceso de doble electroforesis.

Mediante esta técnica se puede analizar cualquier muestra en la que existan
proteinas, bien sean extractos celulares, tisulares, 6rganos o cualquier fluido corporal en

el que estén presentes proteinas.
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La protedmica va a permitir la separacion de las proteinas en dos dimensiones
que van a venir definidas por dos de las caracteristicas mas representativas de una
proteina, como es el peso molecular (tamafio) y punto isoeléctrico (pl) (pH en el cual la
carga neta de la proteina es cero). Basdndonos en estas dos caracteristicas unicas y
exclusivas de cada proteina vamos a poder definir un mapa de expresion proteico en el
que cada proteina va a poder ser identificada segun una coordenada de peso molecular y
pl.

La primera dimension se realiza sobre tiras de gel de poliacrilamida con un
gradiente de pH inmovilizado que garantiza la reproducibilidad entre geles. Estos geles
se denominan tiras IPG (Isoelectric Phocusing Gradient) y existen en distintos rangos de
pH que facilita el estudio puesto que puede ayudar a focalizar y conseguir una mejor
resolucion en la separacion proteica™®®

En la primera dimensién se aplica una corriente eléctrica que permite 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 pl, 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
segln carga.

La segunda dimension se realiza sobre geles SDS-PAGE mediante un proceso de
electroforesis normal logrando la separacion de las proteinas segun su peso molecular.

Esta técnica nos brinda la posibilidad de resolver proteinas que hayan sufrido
algin tipo de modificacién postraduccional ya que cuando una proteina sufre una
modificacion postraduccional (fosforilacion, glicosilacién, etc.) ésta suele conferirle un
cambio tanto de carga como de peso molecular, que va a poder ser reflejado en el mapa
proteico puesto que la proteina aparecera en una localizacion distinta a la normal.

Una vez realizada la segunda dimensién las proteinas presentes en el gel deben
ser visualizadas para poder realizar su valoracion. Existen distintos tipos de tincién del
gel que fundamentalmente se diferencian segun la sensibilidad a la hora de detectar
proteinas. Destacan la tincion con Azul Coomassie, tincion radiactiva, tincion
fluorescente y por ltimo tincion con nitrato plata (Figura 11).

El método de tincidn mas empleado es hasta el dia de hoy, sin duda alguna, la
tincién con plata por varios motivos. En primer lugar, es una de las tinciones mas
sensibles, perdura a lo largo del tiempo, y se obtiene una muy buena calidad de la

imagen. Ademas, este tipo de tincion puede ser compatible con estudios por MS.
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Figura 11.- Diferentes tipos de tincion para geles bidimensionales y sus diferentes

sensibilidades a la hora de detectar concentraciones de proteinas.

9.2.- Andlisis de Imagen

Una vez obtenido el gel bidimensional o mapa de expresion proteico el siguiente
paso es el andlisis de la imagen. Hoy en dia existen diversas herramientas informéticas
(PD-QUEST, MELANIE, etc.) que facilitan mucho el estudio de este tipo de imagenes.

El empleo de este tipo de software va a permitir realizar un completo anélisis
de los mapas de expresion proteico, permitiendo incluso la comparacion entre distintos
grupos de mapas proteicos. Ademas, este tipo de software normalmente permiten la
comparacion visual con mapas protedmicos existentes en bases de datos disponibles en
la red, siendo la base de datos suiza SWISS-PROT (http//:www.expasy.ch) una de las
base de datos mas conocida y empleada.

También existen diferentes herramientas informaticas que permiten analizar
las variaciones de expresion de las distintas proteinas presentes en los mapas de
expresion proteica que permiten la obtencién de informacion cuantitativa de gran
utilidad en estudios patologicos. Uno de los programas informaticos que permiten el
analisis y comparacion de resultados se denomina QUANTITY-ONE (Bio-Rad

Laboratories).
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9.3.- Espectrometria de Masas

Uno de los desarrollos més importantes en la identificacion proteica ha sido la
aparicion y evolucion de las técnicas de MS*®. Desde la década pasada, la sensibilidad
y eficacia de los resultados obtenidos por MS ha aumentado en multiples érdenes de
magnitud.

Hoy en dia se estima que mediante esta técnica se pueden detectar proteinas en
geles bidimensionales en el rango fentomolar. La MS es muy sensible, tolera el analisis
de mezclas proteicas y permite la realizacion de maultiples analisis, por lo que poco a
poco ha reemplazado a la secuenciacion por el método de EDMAN, convirtiéndose en
el método principal de eleccién.

La MS permite analizar la composicion de diferentes elementos quimicos e
isétopos atomicos, separando los nucleos por su relacion masa-carga, permite analizar
directamente las mezclas proteicas y ofrece un mayor rendimiento por muestra. Por ello,
es el método utilizado en las dos técnicas de identificacion de proteinas mas comunes: la
identificacion por huella peptidica y el andlisis por espectrometria de masas en tandem
(MS/MS) (Figura 12).

Los pasos a seguir en un analisis mediante MS son:

e Digestion en gel: Normalmente, la muestra se reduce y alquila. A continuacion,
se afiade una proteasa con una patron de corte conocido (tipicamente, tripsina),

generandose una coleccién o conjunto de péptidos especificos de proteina.

Habitualmente, esta coleccidn de péptidos sera lo suficientemente especifica como

para poder identificar la proteina con la que estamos trabajando.

e Extraccion de los péptidos

e Anadlisis MS MALDI-TOF: este equipo traduce el tiempo de vuelo en masas,
pues aunque todos los iones tienen la misma estructura y la misma carga, su
peso es distinto.

e Comparacion del espectro de masas con la informacion almacenada en bases de
datos de secuencias conocidas, como Swiss-Prot o nr-GenBank. Para ello existen
motores de bisqueda como MASCOT que ordenan las proteinas identificadas

asignandoles puntos en funcion del nimero de coincidencias.
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Para evaluar la identificacion de la proteina se ha de tener en cuenta su
presencia en las bases de datos, maximizar la asignacion de fragmentos generados y
comprobar si las caracteristicas de la proteina identificada y la proteina problema

coinciden.
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Figura 12. Espectro correspondiente a un andlisis proteinico por espectrometria de
masas. Cada uno de los picos corresponde a la intensidad de los péptidos resultantes tras

la digestion con tripsina.

En definitiva, el objetivo final de cualquier estudio protedmico va mas alla de la
simple identificacion de las proteinas expresadas en un tipo celular en una situacién
normal frente a una patoldgica. La protedmica lo que intenta es llegar a comprender
mejor los mecanismos metabdlicos, vias de sefializacion y regulacion implicadas en la
biologia celular que puedan ayudar a entender los mecanismos por los que se desarrolla
cualquier enfermedad y predecir en cierto modo cémo su funcién puede variar por la
utilizacion tanto de farmacos como de manipulaciones genéticas etc. Todo esto, en
definitiva, permite la identificacion de proteinas especificas implicadas en una
determinada patologia, deteccién de marcadores de eficacia tras el tratamiento con un
determinado farmaco, deteccion de marcadores de toxicidad asi como interpretar mejor
los mecanismos de regulacion implicados en la biologia celular, todo ello en definitiva,

para intentar crear un completo mapa tridimensional celular indicando la localizacion de
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cada proteina, los procesos y cambios a los que estas se pueden ver sometidas bajo
determinadas circunstancias (translocaciones, procesos de proteolisis, fosforilaciones,
uniones entre distintas proteinas......) que ayuden a comprender mejor los mecanismos

moleculares implicados en cualquier proceso metabolico o patolégico.

9.4. Antecedentes de la protedmica del corazon en situaciones normales vy

patologicas

Las causas moleculares subyacentes de la disfuncién cardiaca en la mayoria de
las enfermedades del corazdn siguen siendo en gran parte desconocidas. La proteémica
actualmente nos permite estudiar alteraciones globales en la expresion de proteinas en el
corazén enfermo y puede proporcionarnos una nueva vision de los mecanismos
moleculares implicados en la disfuncion cardiaca. Lo que se espera del uso de la
protedmica en las enfermedades cardiacas es encontrar nuevos marcadores tanto

diagnosticos como terapéuticos.

Las investigaciones con muestras cardiacas humanas son complicadas debido
a diferentes factores, como por ejemplo la obtencion de la muestra postoperatoria o la
obtencion de consentimiento informado por parte del paciente. Una opcion alternativa
es aplicar la protedmica a modelos apropiados de enfermedad humana, los modelos
animales son una buena y atractiva alternativa.

Existen diversos modelos de hipertrofia cardiaca, enfermedad cardiaca y fallo
cardiaco en pequefios animales, particularmente en rata. Por ejemplo, se han puesto en
practica analisis protedmicos en corazones de ratas focalizados en cambios en la
expresion de proteinas cardiacas en respuesta a intoxicacién por plomo o alcohol*®>*%.
También se han realizado estudios usando como modelo animal el conejo, en este
sentido White y cols. realizaron un estudio protedmico para caracterizar y clasificar en
grupos (citoesqueleto, regulacion redox, metabolismo energético y estrés oxidativo)
cambios globales en la expresion de proteinas cardiacas en respuesta a una lesion
isquémica.

Aunque hoy en dia son muy pocos los datos protedmicos existentes sobre las
patologias de origen cardiaco, es muy probable que en pocos afios el conocimiento en
este area aumente de forma considerable y permita asi la integracion de los datos
protedmicos y genomicos con los datos funcionales obtenidos previamente de estudios

bioquimicos y fisiologicos, permitiendo una mejor comprension de la enfermedad
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cardiaca. Ademas, el continuo desarrollo tecnoldgico y la introduccién de nuevos
abordajes estan permitiendo el desarrollo de la protedmica a pasos agigantados.

La protedmica tiene o tendrd el potencial de revolucionar el modo de
diagnosticar, determinar el riesgo y el prondstico clinico asi como las estrategias
terapéuticas a seguir entre individuos con enfermedad cardiaca. Asimismo, define una
base bioldgica racional para lograr unir directamente la influencia de los factores
medioambientales con el producto final de la expresion génica: las proteinas. La
protedmica ofrece la posibilidad de comprender en toda su complejidad la funcién del
corazén, brindando la posibilidad de encontrar nuevas vias de actuacion para corregir un

estado patoldgico.
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Las alteraciones estructurales y funcionales del corazon asociadas a la
hipertension arterial y a la obesidad parecen estar relacionadas con desajustes del
metabolismo energético del corazén producido por un aumento de los requerimientos
energéticos. Sin embargo, las alteraciones de las vias metabolicas producidas en dichas
circunstancias no son del todo conocidas.

La hipotesis de esta tesis es doble. La primera esta en relacion con el corazon
hipertréfico y la segunda con las alteraciones cardiacas producidas por el consumo de
una dieta enriquecida en grasa.

Por otro lado, el analisis protedmico puede ayudar a encontrar nuevos
biomarcadores que ayuden a comprender los mecanismos moleculares implicados en el
desarrollo de la hipertrofia del ventriculo izquierdo y definir mejor las caracteristicas
bioquimicas diferentes del corazon hipertrofico y obeso respecto a un corazon

fisiolégicamente normal.

MODELO DE RATA ESPONTANEAMENTE HIPERTENSA

1. La hipertrofia del ventriculo izquierdo se considera un mecanismo
adaptativo consecuencia de la hipertension arterial, y es una de las causas
principales de la progresion del corazon hacia la insuficiencia cardiaca.
El corazon adulto necesita unos altos requerimientos energéticos para su
correcto funcionamiento que estarian mas marcados en una situacion de
hipertrofia cardiaca. Es decir, los trastornos asociados con la hipertrofia
cardiaca podrian inducir una serie de mecanismos adaptativos y/o
posibilitaran respuestas que desacoplarian las rutas relacionadas con el
metabolismo energético del corazén, lo que contribuiria a una mala

funcionalidad del miocardio hipertrofico.
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MODELO DE RATA ALIMENTADA CON DIETA RICA EN GRASA

2. En situacion de sobrepeso y obesidad, la acumulacion lipidica en el
miocardio parece que aumentaria la B-oxidacion y la glucolisis. Sin
embargo, es posible que estos cambios metabdlicos puedan producirse,

antes incluso, de que puedan ser detectados cambios estructuales y/o

funcionales en el miocardio.
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Los principales objetivos planteados en esta tesis son:

1. Determinar si en el ventriculo izquierdo hipertrofico de ratas

espontaneamente hipertensas con respecto al de las ratas control, el nivel
de expresion de las proteinas asociadas a las principales rutas

relacionadas con el metabolismo energético es diferente.

Evaluar la asociacion entre los cambios funcionales cardiacos y la

expresion de proteinas energéticas en el corazon hipertroéfico.

Determinar si una dieta rica en grasa puede modificar la expresion de
proteinas asociadas con las principales vias metabdlicas energéticas en el

ventriculo izquierdo antes de que la funcion cardiaca se vea afectada.

Determinar si el aumento del peso corporal podria afectar los
requerimientos energéticos del corazén y ser causa de la modificacion en

la expresion de proteinas relacionadas con el metabolismo energético.
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MATERIALES Y METODOS

Los experimentos de esta tesis se han realizado en ratas WKY macho y en
ratas SHR. Para la mejor comprension del disefio experimental de la tesis se explicaran
en dos apartados diferentes el disefio experimental de los dos tipos de estudios

realizados.

1. ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL CORAZON HIPERTROFICO DE RATAS
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSAS

El estudio fue realizado en machos de ratas SHR de 24 semanas de edad (n = 11)
y sus controles normotensos, ratas WKY (n = 11). Las SHR tienen hipertension y una
fase de hipertrofia establecida a las 18 semanas de edad. Los animales fueron
alimentados con una dieta Standard Chow ad libitum (A = 04; PANLAB, Barcelona,
Espafia) y tuvieron libre acceso para beber agua. La presion arterial sistolica (PAS) fue
medida con un pletismdgrafo de cola (Narco Bio-Systems, Houston, TX). En el dia del
experimento, los animales fueron sacrificados por decapitacion y el corazén fue
cuidadosamente extraido y pesado. El aislamiento y la manipulacion de los corazones se
realizaron siempre en condiciones estériles. Los ventriculos izquierdos fueron
inmediatamente congelados a -80 ° C. Todos los procedimientos experimentales fueron
aprobados por el Comité de Cuidados y Usos de Animales de la Universidad
Complutense de Madrid, de conformidad con las directrices para el cuidado ético de los

animales de experimentacion de la Union Europea.

2. ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL CORAZON DE RATAS ALIMENTADAS
CON DIETA RICA EN GRASA

El estudio se realizé en ratas macho WKY (n=12; 250 g; Harlan Ibérica SL,
Barcelona, Espafia) de acuerdo a las guias éticas de tratamiento a animales de
experimentacion de la Union Europea. El protocolo experimental fue aprobado por el
comité ético de la Universidad Complutense de Madrid. Los animales se dividieron en
dos grupos: ratas alimentadas con una dieta estdndar durante 7 semanas que fueron
usadas como grupo control (n=6) y ratas alimentadas con una DRG (33.5% de grasa;
Harlan Teklad #TD.03307, WI, USA) durante 7 semanas (n=6). El peso corporal fue
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medido una vez por semana. La ingesta de agua y comida fue controlada durante todo
el periodo experimental utilizando jaulas metabdlicas. Los parametros cardiacos
hemodinamicos, metabolicos y moleculares fueron determinados 7 semanas después de

que el estudio comenzara.

3. PARAMETROS HEMODINAMICOS ARTERIALES Y DEL VENTRICULO
IZQUIERDO

En el dia del experimento, las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de
ketamina / xilacina (90 y 5 mg / kg, ip) y se les introdujo un transductor de presion
(Sciencia FT211B de 1.6F diametro) a través de la arteria cardtida derecha hacia el
ventriculo izquierdo, para llevar a cabo las medidas de los pardmetros hemodinamicos.
Durante este procedimiento se midié la PAS vy la presion arterial diastdlica (PAD), la
presion sistolica maxima del ventriculo izquierdo (PSVI) y la presion diastolica final del
ventriculo izquierdo (PDFVI). El catéter se conectdé a un sistema de adquisiciéon de
datos (PowerLab/800. AD Instruments) para su posterior interpretacion. Las sefiales
individuales fueron monitorizadas y almacenadas digitalmente para su analisis con el
software comercial Chart para Windows (v4.2). Las primeras derivadas del ventriculo
izquierdo (+ dP / dtmax y -dP / dtmin) y la frecuencia cardiaca también se determinaron
y registraron (Mc Lab 8E, AD Instruments). EI mantenimiento de la PAD fue la
garantia de que la valvula adrtica no sufrié dafios durante el procedimiento. Después de
haber registrado la presion arterial y la presion ventricular izquierda, los animales
fueron sacrificados por decapitacion y los corazones cuidadosamente extraidos. El
aislamiento y la manipulacion de los corazones se realizaron siempre en condiciones de
esterilidad. El peso del corazén fue normalizado con el peso corporal (mg x g*). Esta

relacién fue utilizada como un indice o un marcador de hipertrofia del corazon.
4. ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2-DE)

Tras haber realizado el estudio hemodinamico, los ventriculos izquierdos
fueron aislados y homogeneizados en una solucién tampon (rehydration buffer) que

contenia 8 mol/L de urea, 2% CHAPS (3-[3-colamidopropil]dimetilamonio-1-

propenosulfonato) w/v, 40 mmol/L de ditiotreitol, 0.2% anfolitos Bio-Lyte
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(Laboratorios Bio-Rad, Hercules, California) y 0.01% peso/volumen de azul de
bromofenol. Para la primera dimensidn, las muestras (250ug proteina total) se cargaron

en tiras de geles de gradiente de pH inmovilizado (pH de 3-10), y el foco isoeléctrico se
realizd con el sistema Protean IEF cell (Laboratorios Bio-Rad). Los geles fueron
rehidratados activamente a 50 V durante 60 horas, seguido de pasos de rapidas subidas
lineales de tension y voltaje, limitados por una corriente maxima de 50 pA por gel. En
la segunda dimension, las proteinas de las tiras se separaron segun su peso molecular en
geles de electroforesis de poliacrilamida y dodecil sulfato sédico al 10% utilizando el
sistema Protean Il XL (Laboratorios Bio-Rad). Posteriormente, los geles fueron fijados
y teflidos con plata utilizando el Kit Silver Stain Plus (Laboratorios Bio-Rad), de

acuerdo con las instrucciones del fabricante.

5. TINCION CON PLATA

Una vez llevada a cabo la segunda dimension o segundo paso de electroforesis,
los geles fueron fijados y tefiidos con plata utilizando el Kit Silver Stain Plus
(Laboratorios Bio-Rad), los geles se fijaron con una mezcla de etanol y acido acético en
agua destilada durante unos sesenta minutos. Posteriormente se usé una solucion de
sensibilizacion compuesta de acetato sédico y tiosulfato sddico en agua destilada. Tras
cuatro lavados con agua destilada los geles se sometieron a un proceso de tincion con
plata (Silver-Stain Plus Kit, Bio-Rad Labs) durante sesenta minutos. Este Gltimo paso
de tincién con plata es vital puesto que gracias a él vamos a poder visualizar todas las
proteinas presentes en nuestro gel. Es muy importante destacar que la tincién con plata
utilizada fue compatible con posteriores pasos de MS, lo cual nos permitié posteriores
analisis. 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 tincion deseado se paré el proceso mediante el empleo de una solucién con

EDTA (acido etilendiaminotetraacético) en agua destilada.

6. ADQUISICION Y ANALISIS DE IMAGENES

Los geles tefiidos fueron escaneados utilizando un escaner UMAX

POWERLOOK Il operado por el software Scan Magic V 4.5. El anélisis de imagenes
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se realizd utilizando los programas PD QUEST 6.2.1 y Quantity One 4.2.3
(Laboratorios Bio-Rad). A la intensidad del volumen de cada punto le fue sustraida la
intensidad correspondiente al fondo y el volumen resultante fue normalizado con el
valor densitométrico correspondiente a la a-actina cardiaca. Los valores de
densitometria de la a-actina cardiaca en los ventriculos izquierdo de WKY y SHR no
fueron diferentes (WKY: 1728.15 + 338.4, SHR: 982.77 £ 161.6; p = NS) al igual que
ocurrié en los ventriculos izquierdos de ratas DRG y ratas con dieta standard (DRG:
1900.21 * 303.94, Standard: 2402.05 + 342.5; p=NS). La identidad de cada punto se

167

realizd por comparacion con el proteoma de corazon de rata publicado por Li y cols™".

Ademas, la identidad de los puntos estudiados mas importantes se confirmaron por MS.
7. ESPECTROMETRIA DE MASAS

Para identificar las proteinas de interés, los puntos se extrajeron manualmente de
los geles usando un punzén para biopsias*®*'®°. Para la identificacion de cada proteina
se extrajo el mismo punto de tres geles diferentes. La tincion de plata fue solubilizada y
eliminada, y los puntos fueron lavados tres veces con agua milliQ. Después las muestras
se incubaron con acetonitrilo al 100%, se secaron en un SpeedVac y se digirieron toda
la noche a 37°C con tripsina (Promega) en 25 mmol/L de bicarbonato aménico (pH 8.5).
Después de la digestion, los péptidos se extrajeron del gel mediante una solucion 100
mmol/L de bicarbonato amoénico. Estos extractos se liofilizaron y resuspendieron en
acido trifluoroacético (TFA) al 0.1 %. Los péptidos se purificaron usando puntas CD-18
(Millipore). Para el andlisis de masas, 1 ul de los extractos purificados se mezclaron con
1 pL de matriz de a-ciano 4-hidroxi-transcinamico (Sigma) en acetonitrilo al 50% y 1
uL de esta mezcla se carg6 en una placa MALDI y se dej6 secar al aire a temperatura
ambiente. La MS se realiz6 usando un aparato 4700 Proteomic Analyzer (Applied
Biosystems) y el analisis se efectué en modo reflector positivo. Todos los espectros de
masas se calibraron usando una mezcla de calibradores standard (Applied Biosystem).
El analisis en modo MS produjo la huella peptidica, y algunos de los péptidos
observados se analizaron posteriormente en modo MS/MS. Los péptidos con una
relacién sefial-ruido mayor de 20 se consideraron en la Base de Datos Mascot para la

identificacion de la proteina. Para la identificacion proteica, se utilizo la base de datos
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Mascot 1.9 (http://www.matrixscience.com) como algoritmo para comparar los péptidos

obtenidos por MS.

8. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE PROTEINAS POR WESTERN
BLOT

La expresion de las proteinas triosafosfato isomerasa, fructosa 1,6 bifosfato
aldolasa, malato deshidrogenasa, NADH deshidrogenasa y la o-ATP sintasa
mitocondrial fueron analizadas por Western blot. Los tejidos homogeneizados se
solubilizaron en buffer Laemmli que contiene 2-mercaptoetanol. Las proteinas se
separaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida y SDS al 15%. En cada pocillo se
carg6 la misma cantidad de proteina (20 pg/pocillo), calculado mediante una reaccion
colorimétrica basada en la reaccion del &cido bicintidnico (Pierce). Las proteinas fueron
trasferidas a una membrana de nitrocelulosa (Immobilion-P;Millipore) y las membranas
fueron bloqueadas durante toda la noche a 4 ° C, con un 5% (w/v) de leche en polvo no
grasa en TBS-T (Tris.buffered saline) [20 mmol / L Tris-HCI (pH 5,2), 137 mmol / L de
NaCl y 0,1% de Tween 20]*® .Tras el blogueo, las membranas fueron incubadas con
anticuerpos monoclonales frente a las proteinas de interés (Tabla 2). Después de incubar
la membrana con el anticuerpo primario, se realizaron tres lavados de diez minutos cada
uno con tamp6n PBS al 0,5% de Tween. Seguidamente, fueron incubadas con un
anticuerpo secundario (lg G anti-(ratobn, conejo o cabra) conjugados con HRP
(peroxidasa de rabano). Las proteinas se detectaron por quimioluminiscencia mejorada
(ECL®,Amersham Biosciences) y evaluadas por densitometria (Quantity One, Bio-Rad
Laboratorios)*’*. Se utilizaron marcadores de peso molecular (Sigma, St Louis, MI,
EE.UU.) para la determinacion de la masa molecular.

Con el fin de comparar la expresion proteica de las diferentes proteinas con la
expresion de otra proteina constitutiva, se analiz6 también la expresion de la B-actina.
Para ello, se corrié un gel paralelo con las mismas muestras y después de la trasferencia
a la membrana fue incubada con un anticuerpo monoclonal anti B-actina (1:2000,
Sigma-Aldrich, Saint Louis,USA).

La razon de que el analisis sea limitado al estudio de proteinas relacionadas
con las principales vias energéticas que el corazon utiliza tanto en situacion fisiolégica

como patoldgica para la obtencion de energia en forma de ATP, es que el objetivo de la
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presente tesis es focalizarse en proteinas asociadas con la funcionalidad cardiaca y el

metabolismo energético.

Tabla 2. Anticuerpos y sus concentraciones

proteinas de interes

para cuantificar la expresion de las

Anticuerpo Concentraccion Especie huésped Casa comercial Modelo animal
Corazon hipertréfico y
Triosa fosfato isomerasa 1:500 Conejo Santa Cruz Biotechology
obeso
Fructosa 1,6 bifosfato
1:500 Cabra . Coraz6n hipertréfico
aldolasa Santa Cruz Biotechology
Malato deshidrogenasa 1:1000 Cabra Santa Cruz Biotechology Coraz6n hipertréfico
NADH deshidrogenasa 1:500 Cabra Santa Cruz Biotechology Corazon hipertréfico
ATP sintasa mitocondrial 1:2000 Raton Santa Cruz Biotechology Corazon hipertréfico
Carnitina-O-
1:1000 Conejo Coraz6n obeso

palmitoiltransferasa | Santa Cruz Biotechology

9. DETECCION DE PIRUVATO Y LACTATO

El contenido de piruvato y lactato en ventriculos izquierdos fue cuantificado
usando un kit de cuantificacion de piruvato (BioVision, USA) y un kit de cuantificacion
de lactato (BioVision, USA). Para este propoésito, 80 ug de cada homogeneizado de
ventriculo izquierdo fue usado para calcular la concentraciéon en ambos ensayos

siguiendo las instrucciones del fabricante.

10. PARAMETROS METABOLICOS

Al finalizar el estudio, las concentraciones plasmaticas de colesterol, glucosa,
insulina (R&D Systems, MN, USA) y leptina (DRG GmbH instrument, Germany)
fueron medidas usando un ELISA (Enzyme-linked inmunoabsorbent assay) cuantitativo
especifico de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La sensibilidad a insulina
periférica fue evaluada basada en la evaluacion del modelo de homeostasis (HOMA).

Los niveles de glucosa se valoraran mediante la reaccion de la glucosa

oxidasa (R&D System, MN USA). Los niveles de insulina se midieron mediante un
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inmunoensayo enzimatico comercial (R&D System, MN USA). Se calcula el grado de

resistencia a la insulina mediante el indice HOMA segun la siguiente formula:

Glucosa plasmatica (mmol/L) x insulina plasmatica (mU/L)/22.5*"

11. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar la significacion estadistica entre las diferentes proteinas
estudiadas entre ratas WKY vy ratas SHR, se utilizé la prueba de Mann-Whitney con el
programa SPSS version 12.0 (SPSS Inc.). Un valor P <0,05 se consider6 como
estadisticamente significativo. Los resultados estdn expresados como media * error
estandar de la media (E.E.M.).

Para determinar las diferencias estadisticas entre ratas DRG y ratas
alimentadas con una dieta standard se usé el test estadistico de Mann-Whitney. La
correlacion de Pearson fue usada para determinar las asociaciones entre los niveles de
expresion de proteinas en el proteoma de ventriculo izquierdo de ratas y el indice
HOMA, peso corporal de la rata, nivel de insulina, nivel de leptina, nivel de glucosa y
nivel de colesterol total plasmaético. Las determinaciones estadisticas se realizaron
usando el programa informatico SPSS 12.0 program (SPSS Inc.). Un valor de p<0.05
fue considerado estadisticamente significativo. Los resultados estan expresados como la
media + EEM.

64



Resultados

RESULTADOS

66



Resultados

RESULTADOS

Para una mejor comprension de los resultados primero se analizaran aquellos
pertenecientes al estudio del ventriculo hipertrofico y posteriormente al ventriculo de
animales alimentados con DRG.

1.- ANALISIS DE RESULTADOS DEL MODELO DE CORAZON
HIPERTROFICO DE RATAS HIPERTENSAS

1.1.-Peso del corazén y parametros hemodinamicos

Tras 24 semanas de vida, las ratas SHR presentaban un incremento significativo
de los valores de presion sistolica y diastolica cuando fueron comparados con los
valores del grupo control (Tabla 3). Sin embargo, la frecuencia cardiaca fue similar en
ambos grupos. No se encontraron diferencias en el peso corporal entre animales
hipertensos y normotensos. Si hubo diferencias significativas en el peso de los
corazones. En las ratas SHR el peso del corazon fue mayor que el del grupo
normotenso, sugiriendo la presencia de una hipertrofia cardiaca en las ratas SHR. Tanto
la PDFVI como la PSVI fueron significativas mayores en SHR que en los controles.
Estos cambios en las SHR se asociaron con un incremento del +dP/dt pero no del —
dP/dt.

Tabla 3. Parametros hemodinamicos del corazon. * p<0.05 con respecto al ventriculo izquierdo de ratas
Wistar Kyoto (WKY).

WKY SHR P
PAS 117 +£5.89 133 £ 7.49* 0.0001
PAD 80 +4.69 95 £5.95* 0.0001
FC 237 £3.77 231+7.42 0.4607
PRC 0.28 £0.003 0.35 £ 0.009* 0.0001
PSVI 122 +3.41 135+ 3.83* 0.0227
PDFVI 3.5+0.165 5+0.294* 0.0003
+dP/dtpax 6807 +116.08 8875 + 370.36* 0.0001
-dP/dtyin -5582 £ 181.8 -5894 +135.1 0.1639
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1.2.-Analisis de proteinas en el ventriculo izquierdo cardiaco de ratas WKY y SHR

Se han detectado mas de 248 puntos en los geles bidimensionales del ventriculo
izquierdo de ratas normotensas (Figura 10). Estos puntos se encuentraban en un rango
de peso molecular de 15-200 kDa y con un pl entre 3-10. En el proteoma del ventriculo
izquierdo de las ratas SHR se detectaron alrededor de 340 puntos. Los resultados
reflejan un aumento significativo del nimero de proteinas en el ventriculo izquierdo

hipertréfico de ratas SHR (Figura 13).

400 -
350
300
250 ~
200 -
150 +
100 +

Numero proteinas

50 1

WKY SHR

Figura 13. Namero de proteinas presentes en el proteoma de ventriculo izquierdo de ratas WKY y SHR.
Anélisis densitométrico del Western blot. Los resultados estan representados como media + E.E.M. por

cada grupo experimental. * P<0.05 con respecto al grupo control.

En esta tesis nos focalizamos en identificar y cuantificar la expresion de
diferentes proteinas asociadas al metabolismo energético del corazén en el ventriculo

izquierdo analizando analizando el proteoma de dicho tejido(Figura 14).
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A: o-Actina
B: Enoil CoA hidratasa
C: 3-cetoacil CoA tiolasa

200 kDa

D: Precursor mitocondrial de la acil
CoA tioester hidrolasa

E: Fructosa bifosfato aldolasa

F: Triosafosfato isomerasa

G: a/p-enolasa

H: Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa

I: Piruvato deshidrogenasa

J: Isocitrato deshidrogenasa

K: Malato deshidrogenasa mitocondrial

L: Malato deshidrogenasa citoplasmica

M: NADH deshidrogenasa

N: Ubiquinol-citocrome c reductasa
O: Precursor mitocondrial del
transportador de electrones
flavoproteina subunidad alfa

P: Precursor mitocondrial del
transportador de electrones
flavoproteina subunidad beta

v
15 kDa

Q: Precursor mitocondrial de la cadena
alfa de ATP sintasa

S: Creatina quinasa cadena M

pH 3 » pH 10

Figura 14. Gel bidimensional (2-DE) representativo de ventriculo izquierdo de SHR usando un rango de pH de 3
a 10. Las areas analizadas en cada grupo experimental fueron de la B a la S. El area A correspondiente a la

proteina a-actina se usé para normalizar el volumen y el valor densitométrico del resto de las &reas estudiadas.

En la mayoria de los casos, la identificacion de los diferentes puntos encontrados
en el proteoma de corazon de rata, se realizd usando como modelo el proteoma
publicado por Li y cols'®’. Cuando se observaron diferencias significativas entre los
diferentes puntos entre el ventriculo izquierdo de ratas SHR y normotensas se confirmo
la identificacion proteica mediante MS. En la tabla 4 se muestra el método utilizado
para identificar las diferentes proteinas del ventriculo de rata. En el caso de que esta

identificacion se realizara mediante MS 0 MS/MS se muestra la secuencia cubierta y los
péptidos cubiertos.
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Tabla 4. Métodos seguidos para identificar las proteinas presentes en el ventriculo

izquierdo de rata después de correr la electroforesis bidimensional (2-DE)

Alfa actina

Enoil-CoA
hidratasa

3-cetoacil-CoA
tiolasa

Precursor
mitocondrial
de acil CoA

tioester
hidrolasa

Fructosa

bifosfato

aldolasa

Triosa
fosfato
isomerasa

Gliceraldehido
3 fosfato
deshidrogenasa

a/p-enolasa
isoforma 1

a/p-enolasa
isoforma 2

Piruvato
deshidrogenasa

Isocitrato
deshidrogenasa

Malato
deshidrogenasa
mitocondrial
isoforma 1

42.3/5.23

28.2/8.1

42.2/8.09

49.9/7.68

39.3/9.0

27.3/6.51

35.9/8.44

47.1/7.74

47.1/7.74

38.8/5.9

39.6/6.5

36.1/8.9

42.3/5.23

27.9/8.00

42.9/7.26

42.8/7.01

43.1/9.20

24.7/7.81

33.4/8.65

45.2/6.99

45.4/7.06

34.1/5.80

37.1/6.72

33.7/8.80

P68035

P14604

P13437

055171

P05065

P48500

P04797

P04764

P04764

50925725

16758446

P04636

10
CDDEETTALVCDNGSG
LVK/AGFAGDDAPR/AV
FPSIVGRP/VAPEEHPTL
LTEAPLNPK/TTGIVLDS

GDGVTHNVPIYEGYALP
HAIMR/GYSFVTTAER/S
YELPDGQVTTIGNER/D
LYANNVLSGGTTMYPG
IADR/QEYEDEAGPSIVH

R

2
VGVPTETGALTLNR/YA
LQSQQR

1
GLAPEQPVTLR

;
LPADTEVVCAPPTAYID
FAR/DLGATWVVLGHSE
R/HIFGESDELIGQK/VVF
EQTK/TATPQQACEVHE
K/CNVSEGVAQCTRIIYG
GSVTGATCK
5
VGVNGFGR/LVINGKPIT
IFQE/LTGMAFR/VPTPN
VSVVDLTC/LISWYDNE
YGYSN
5
AAVPSGASTGIYEALEL
R/KLSWDQEK/VVIGMD
VAASEFYR/TGAPCRSE
R/IIEEALGDKAVFAGR
3
AAVPSGASTGIYEALEL
R/IVVIGMDVAASEFYR/
LAQSNGWGVMVSHR
6
LEEGPPVTTVLTR/LPCI
FICENNRYGMGTSVER/
RGDFIPGLRVDGMDILC
UR/FAAAYCR/GPILMEL
QTYRYHGHSMSDPGVS
YRTREEIQEV/MVNSNL
ASVEELKEIDYEUR

7
GYLGPEQLPDCLK/CDVVV
IPAGVPK/IFGVTTLDIVR/TI

IPLISQCTPK/AGAGSATLS
MAYA/VFSLVDAMNGK/ET
ECTYFSTPLLL

MS

Mapa cardiaco

MS/MS

MS/MS

Mapa cardiaco

MS+MS/MS

MS

MS+MS/MS

MS+MS/MS

MS

Jin X'y cols

MS

70

39%

5%

2%

371%

17%

14%

10%

28%-

27%
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6
Malato GYLGPEQLPDCLKGCD
deshidrogenasa VVVIPAGVPR/IFGVTTL
mitocondrial 33.8/9.2 33.8/9.20 P04636 DIVR/TIPLISQCTPK/AG MS 27%
isoforma 2 AGSATLSMAYAGARFV
F/ISLVDAMNGK/ETECT
YFSTPLLLGK
Malato 4
deshidrogenasa SQGTALEK/ENFSCLTR/
citoplasmética 36.5/6.16 33.5/5.89 P14152 GEFITTVQQR/FVEGLPI MS+MS/MS 11%
isoforma 1 NDFSR
Malato 2
deshidrogenasa g0 o/ 46 33.3/6.15 P14152  GEFITTVQQR/FVEGLPI MS/MS 6%
citoplasmética NDFSR
isoforma 2
Ubiquinol 1
citocromo C 29.7/9.04 26.2/7.79 P20788 VPDFEDYR MS/MS 2%
reductasa
NADH .
deshidrogenasa 31.9/5.4 39.3/6.85 46391108 - Jin X'y cols -
6
Subunidad a VLVAQHDAYK/SPDTFV
del precursor R/GTSFEAAAASGGS/AP
mitocondrial 35.2/8.67 31.2/7.10 P13803 SSSSAGBEWLDQK/SDR MS 24%
flavoproteina PELTGAK/AADAGFVPN
DMQVGQTGK
. 4
(?;b;r‘:cduar‘i fr HSMNPFCELAVEEAVR/
mitocondrial 27.5/8.57 27.5/8.57 Q9DbCW4 TALAMGADR/EIDGGLE MS+MS/MS 23%
flavoproteina TLRLKLPAVVTADLR/V
SVSVEEPPQR
8
Precursor LSVRVAAAVAR/ILGAD
mitocondrial TSVDLEETGGR/EAYPG
de la cadena a 22.2/6.2 22.216.7 P15999 DVFYLHR/GIDRPAINV MS+MS/MS 16%
de la ATP GLSVSR/VGSAAQTR/LE
sintasa LAQYR/GYLDKLEPSK/E
IVTNFLAGFEA
16
LVLEVAQHLGESTVR/TI
AMDGTEGLVR/VLDSG
APIKIPVGPETLGR/IMN
VIGEPIDER/VVDLAPYA
Precursor K/IGLFGGAGVKG/AHG
mitocondrial GYSVFAGVGER/EGNDL
de la cadena f 50.7/4.9 50.7/4.9 A28701 YHEMBGVINLK/VALVY MS 47%
de la ATP GQMNEPPGAR/VALTGL
sintasa TVAEYFR/FTQAGSEVS
ALLGR/IPSAVGYQPTLA
TDMGTMQER/AIAELGI
YPAVDPPLDSTSR/IMDP
NTVGSEHYDVAR/ILQD
YK/ADKLAEEHGS
: 4
Creatina
. VLTPDLYNKLR/DLFDPI
qumas:/lcadena 43.2/6.58 41.3/7.26 P00564 QDR/FEEILTRIGTGGVD MS 12%
TAAVGAVFDYSNADR

MS: Espectrometria de masas; MS: analisis MALDI-TOF; M: http:www.mpiib-berlin.mpg.de/2D-PAGE/RAT-
HEART/2d/; MS/MS: Espectrometria masas en tandem. MALDI-TOF MS= matrix-assisted laser
desorption/ionization time of flight mass spectrometry. Jin X y cols, Referencia bibliografica con los que se

compararon los puntos de los geles bidimensionales.
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A continuacion, se presentaran los resultados de la expresién proteica de las
enzimas identificadas en el ventriculo izquierdo de ratas WKY y SHR, agrupadas segun

la via metabdlica energética en las que participen.

1.2.1.-Proteinas asociadas a la -oxidacion

En este estudio se han identificado tres proteinas implicadas en la B-oxidacion de
acidos grasos de cadena larga:
1. Enoil-CoA hidratasa.
2. 3-cetoacil CoA tiolasa.
3. Precursor mitocondrial de acil-CoA tioester hidrolasa.

Como puede verse en la tabla 5, tanto la expresion proteica de las enzimas, 3-
cetoacil CoA tiolasa como del precursor mitocondrial de acil-CoA tioester hidrolasa
estaban significativamente aumentadas en el ventriculo izquierdo de ratas SHR
comparado con la expresion en el ventriculo izquierdo de ratas WKY. Sin embargo, en
el caso de la enoil-CoA hidratasa ocurria lo contrario, su expresion en el ventriculo
hipertrofico de las SHR estaba disminuida de forma significativa, respecto a la
expresion de esta enzima en el caso de las ratas WKY .,

Tabla 5. Andlisis densitométrico de la expresion en unidades arbitrarias de las proteinas

asociadas a la B-oxidacion en el ventriculo izquierdo.

Proteina WKY SHR p
Enoil-CoA hidratasa 9.17+2.4 0.90 £ 0. 3* 0.012
3-cetoacil-CoA tiolasa 151+04 458+ 1.7* 0.033

Precursor mitocondrial
141+04 6.42 +1.3* 0.0009

Acil CoA tioester hidrolasa

Los resultados densitométricos estan expresados como la media £ EEM. * p<0.05 con respecto al

ventriculo izquierdo de ratas Wistar Kyoto (WKY).
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1.2.2.-Proteinas asociadas a la glucolisis

Cuatro enzimas citosolicas implicadas en la glucolisis se identificaron en el

proteoma del ventriculo izquierdo:

Fructosa bhifosfato aldolasa

Triosa fosfato isomerasa

M w0np e

Dos isoformas de la enzima o/B-enolasa

Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

La proteinas fructosa bifosfato aldolasa y triosa fosfato isomerasa mostraron una

expresion significativamente reducida en los ventriculos izquierdos de las ratas SHR

con respecto los niveles medidos en el grupo WKY. Contrariamente, la expresion de las

dos isoformas de la o/B-enolasa estaban significativamente incrementadas en el grupo

SHR, mientras que la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa no mostro

diferencias en su expresidn proteica entre ambos grupos de estudio. (Tabla 6)

Tabla 6. Analisis densitométrico de la expresion en unidades arbitrarias de las proteinas

asociadas a la oxidacion de la glucosa en el ventriculo izquierdo

Proteina WKY SHR p
Fructosa bifosfato aldolasa 2.76 £0.7 0.80+£04* 0011
Triosafosfato isomerasa 7.78+1.2 454 +1.3* 0.05

Gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa ~ 30.04 5.3 306684  0.999
o/p-enolasa isoforma 1 3.63+0.6 8.36 £ 1.5* 0.012
o/B-enolasa isoforma 2 2.04+0.7 448 +1.1* 0.025

Los resultados densitométricos estan expresados como la media + E.E.M. * p<0.05 con respecto al

ventriculo izquierdo de ratas Wistar Kyoto (WKY).

Los cambios en la expresion proteica de la triosa fosfato isomerasa y de la

fructosa bifosfato aldolasa también fueron analizadas mediante la técnica de Western
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blot (Figura 15). La expresion proteica de ambas proteinas se encuentra

significativamente disminuida en el ventriculo izquierdo de ratas SHR.

WKY SHR WKY SHR
_ F_ructnsa
TF b B e e |#27KD2 || 37KDaw) o 53 | I
]
&
E 12 - 2
PRl < *
e< & b
£
"E E.- & - Ea‘l
€ a * <
= o i ]
WKY SHR WKY SHR

Figura 15. En la parte superior se muestra un Western blot de la expresion de las enzimas triosafostato
isomerasa (TFI) y Fructosa bifosfato aldolasa en el ventriculo izquierdo de ratas Wistar Kyoto (WKY) y
SHR. La parte inferior muestra un grafico de barras representando el analisis densitométrico de los
Western blots. Los resultados estan representados como media + E.E.M. U.A.: unidades arbitrarias.

*P< 0.05 respecto a las ratas WKY (grupo control).

1.2.3.-Proteinas asociadas al ciclo de Krebs

Con respecto a las enzimas implicadas en el ciclo de Krebs, dos de ellas han sido

identificadas en el presente estudio:

1. Isocitrato deshidrogenasa.
2. Cuatro isoformas de la enzima Malato deshidrogenasa.

Ninguna de las isoformas de estas enzimas sufrié cambios significativos en su
expresion en el ventriculo izquierdo. En ambos grupos de estudio se presentaron niveles
de expresion parejos, por lo que se sugiere que el ciclo de Krebs, el principal ciclo

metabolico energético en el corazon, no sufre variaciones significativas.
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Otra de las enzimas de vital importancia en el metabolismo energético del
corazén es la enzima PDH, esta enzima transforma uno de los productos de la
glucaolisis, el piruvato, en el metabolito que da comienzo el ciclo de Krebs, el acetil-
CoA. La PDH fue identificada en el proteoma del ventriculo izquierdo, observandose un
incremento de la expresion proteica en el grupo de las SHR comparada con las ratas

normotensas (Tabla 7).

Tabla 7. Analisis densitométrico de la expresion en unidades arbitrarias de la piruvato
deshidrogenasa y de las proteinas asociadas al ciclo del &cido tricarboxilico en el

ventriculo izquierdo de ratas.

Proteina WKY SHR p
Isocitrato deshidrogenasa 1.20+0.2 2.33+0.7 0.395
Malato deshidrogenasa
19.72+ 4.4 19.35+3.9 1
mitocondrial isoforma 1
Malato deshidrogenasa
15.08 £ 3.2 15.02+5.8 0.656
mitocondrial isoforma 2
Malato deshidrogenasa
537+1.3 510+1.1 0.882
citoplasmatical isoforma 1
Malato deshidrogenasa
6.73+1.4 10.72+ 2.6 0.201
citoplasmatical isoforma 2
Piruvato deshidrogenasa 2.01+0.2 4.40+0.8* 0.009

Los resultados densitométricos estan expresados como la media + E.E.M. * p<0.05 con respecto al

ventriculo izquierdo de ratas Wistar Kyoto (WKY).

Para corroborar estos datos, se analiz6 la expresion total de cada proteina
mediante la técnica de Western blot. Como se puede apreciar en la figura 16, no se
altera la expresion de ninguna de las dos enzimas cuando se comparan los dos grupos
experimentales mediante Western blot. Estos datos apoyan nuevamente la inexistencia

de alteraciones en el ciclo de Krebs en el ventriculo hipertréfico de las ratas SHR.
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Figura 16. En la parte superior se muestra un Western blot representativo de la
expresion de la enzima malato deshidrogenasa en el ventriculo izquierdo de ratas
Wistar Kyoto (WKY) y SHR. La parte inferior muestra un grafico de barras
representando el analisis densitométrico del Western blot. Los resultados estan

representados como media + E.E.M. U.A.: unidades arbitrarias.

1.2.3.1-Contenido de piruvato

Se determiné la cantidad de piruvato contenido en el ventriculo izquierdo. El
piruvato como se ha sefialado dicho anteriormente, es el sustrato de la enzima piruvato
deshidrogenasa. Como se observa en la figura 17, la expresion de esta enzima esta
aumentada en el grupo de las ratas SHR, por lo que cabria esperarse un aumento del

piruvato en condiciones de hipertension e hipertrofia.

Cortenico c piruveto (uV)
2
@

WKY SHR

Figura 17. Contenido de piruvato en el ventriculo izquierdo de ratas WKY y SHR.
Los resultados se presentan como la mediat E.E.M. *P< 0.05 respecto a las ratas
Wistar Kyoto (WKY).

76



Resultados

En este sentido, los resultados de la figura 17, muestran un incremento
significativo del contenido de piruvato en los corazones hipertréficos de las ratas SHR

comparado con el ventriculo izquierdo de los corazones de las ratas normotensas.

1.2.4-Proteinas asociadas a la fosforilacion oxidativa mitocondrial

Se identificaron cuatro proteinas implicadas en la fosforilacion oxidativa mitocondrial:

1. NADH deshidrogenasa

2. Ubiquinol,citocromo C reductasa

3. Precursor mitocondrial de las subunidades a- y p-flavoproteinas.

4. Precursor mitocondrial de las subunidades a- y B- ATP sintasa

La expresion proteica de ubiquinol-citocromo C reductasa y NADH

deshidrogenasa estaban significativamente incrementadas en los ventriculos izquierdos
hipertroficos de las ratas hipertensas en comparacion con la de las ratas normotensas
(Tabla 8). Sin embargo, las subunidades a- y PB- del precursor mitocondrial de la
flavoproteina no registraron diferencias significativas entre los dos grupos
experimentales estudiados (Tabla 8). Con respecto al precursor mitocondrial de la ATP
sintasa, el analisis densitométrico mostrd un aumento significativo de la expresion de la
subunidad P de la enzima. Sin embargo, la subunidad o del precursor de la ATP sintasa

resultd estar significativamente disminuida los ventriculos hipertréficos (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis densitométrico de la expresion en unidades arbitrarias de las proteinas

asociadas a la fosforilacion oxidativa mitocondrial en el ventriculo izquierdo de ratas.

Proteina WKY SHR p
Ubiquinol-citocromo C reductasa 5.35+ 0.6 1115+ 2.5* 0.01
NADH deshidrogenasa 295+ 0.7 6.22 + 1.4* 0.033

Precursor mitocondrial del transportador de
electrones flavoproteina subunidad o
Precursor mitocondrial del transportador de
electrones flavoproteina subunidad 3

936 +1.3 9.10+0.9 0.882
3.85+0.8 2.84+0.5 0.436

Precursor mitochondrial de ATP sintasa cadena o 32.38 £ 4.9 19.17 £ 4.2* 0.031
Precursor mitochondrial de ATP sintasa cadena f  43.89+5.2  83.15+ 14.1* 0.001

Los resultados densitométricos estan expresados como la media + E.E.M. * p<0.05 con respecto al

ventriculo izquierdo de ratas Wistar Kyoto (WKY).
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Para verificar los resultados de expresion obtenidos por el analisis
densitométrico de los geles bidimensionales de los ventriculos izquierdo de rata, se
realizaron Western blot de la NADH deshidrogenasa y la subunidad o de la ATP sintasa
(Figura 18).
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Figura 18. En la parte superior se muestra un Western blot de la expresion de las enzimas NADH
deshidrogenasa y ATP sintasa 5A en el ventriculo izquierdo de ratas Wistar Kyoto (WKY) y SHR. La
parte inferior muestra un gréfico de barras representando el analisis densitométrico de los Western blots.
Los resultados estan representados como media + E.E.M. U.A.: unidades arbitrarias. *P< 0.05 respecto a

las ratas WKY (grupo control).

Como puede observarse en la figura 18, la expresion de la NADH
deshidrogenasa estaba aumentada en el grupo de las ratas SHR, como previamente se
habia descrito por protedmica. Con respecto a la proteina a la subunidad alfa de la ATP
sintasa, se corrobor6 la disminucion de su expresion en los ventriculos izquierdos de
ratas SHR.

1.2.5-Proteina Creatina Quinasa

Se identifico una proteina que es esencial para la produccién de energia en forma
de ATP, ya que cataliza la reaccion de adicion de un fosfato inorgénico a creatina. Este
fosfato inorganico luego se cedera para formar una molécula de ATP. La expresion de
creatina quinasa estaba significativamente aumentada en ventriculo izquierdo del grupo

de ratas SHR con respecto a las ratas normotensas. (Figura 19)
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EXPRESION CREATINA KINASA
UA)

WEKY SHR

Figura 19. El grafico de barras muestra la expresion de la creatin kinasa en
el ventriculo izquierdo de ratas Wistar Kyoto (WKY) y SHR. Los
resultados estan representados como media = E.E.M. U.A.: unidades

arbitrarias.

2-. ANALISIS DE RESULTADOS DEL MODELO DE CORAZON DE RATAS
CON SOBREPESO

Tras la alimentacion durante 7 semanas con la DRG, estas ratas mostraron un
mayor peso corporal que las ratas control alimentadas con una dieta estandar también
durante 7 semanas. La tabla 9 muestra la composicion de ambas dietas. Los niveles
plasmaticos de glucosa, colesterol total, insulina y leptina estaban més elevados de
forma significativa en ratas DRG que en ratas control (Tabla 10). El indice HOMA

también result6 ser mas alto en ratas DRG comparadas con las ratas control (Tabla 10).

Table 9. Composicidn de la dieta standard y la dieta rica en grasa

Dieta standard Dieta rica en grasa
(9/kg) (9/kg)

Proteina cruda 143.0 233.5

Carbohidratos 480.0 3475

Grasa 40.0 350.0

Minerales y vitaminas 29.1 69.0

El contenido de la dieta rica en grasa era de (%de grasa total): 40% saturada, 50%
monoinsaturada, 10% poliinsaturada. Dieta standard Kcal/g=2.9; Dieta rica en grasa Kcal/g=5.4
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Tras siete semanas, las ratas DRG no mostraron ningin cambio en el peso
relativo del corazon, PSVI, PDFVI, +dP/dt ni en —dP/dt con respecto a las ratas control
(Tabla 10). Ademas la presion sistdlica también fue similar entre ambos grupos de
estudio (Tabla 10). A continuacion se analizaron las proteinas de los ventriculos
izquierdos de las ratas alimentadas con dieta DRG y dieta standard. Para cada rata de
ambos grupos de estudio se realizo electroforesis bidimensional del ventriculo
izquierdo. Las proteinas del ventriculo izquierdo fueron identificadas todas por MS y
MS/MS pudiéndose obtener con ello los péptidos cubiertos y su nimero de acceso a la
base de datos Mascot (Tabla 4).

Tabla 10. Parametros bioquimicos y hemodindmicos cardiacos de ratas control y ratas

alimentadas con una dieta rica en grasa.

Control DRG
Parametros N=6 N=6
Hemodinamicos cardiacos
PAS (mmHg) 158.8+13.9 158.619.4
FC (Ipm) 394.6+29.6 379.6+15.3
PRC (g/ 100 g pc) 0.3+0.01 0.2+0.01
PSVI (mmHg) 130.6+16.3 146.0£7.7
PDFVI (mmHg) 3.6+0.3 3.7+0.5
+dP/dtyax (MMHg/s) 9145.2+333.8 8262.3+187.7
-dP/dtmin (MMHg/s) -6710.24622.5 7321.3+161.4
Bioquimicos
Peso corporal (g) 411.0+13.4 557.3+7.7*
Glucosa (mg/dl) 88.4+4.0 107.0£2.2*
Colesterol total (mg/dl) 48.1+0.03 59.4+2 4*
Insulina (ng/dl) 0.6+0.1 1.0+0.05*
indice HOMA 3.1+0.3 6.5+0.3*
Leptina (pg/ml) 7597.5+1245.0 27795+5502.1*

Abreviaturas: Los resultadas estan expresados como la media + EEM *p<0.05 con
respecto a las ratas control.
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2.1.-Proteinas asociadas con la p-oxidacion y glucolisis

Tal y como muestra la Tabla 11, la expresion de 3-cetoacil-Coa tiolasa, el
precursor mitocondrial de la acil-Coa-hidrolasa y enoil-CoA hidratasa, todas ellas
enzimas implicadas en la B-oxidacion de &cidos grasos, estaban significativamente
aumentadas en los ventriculos izquierdos de ratas DRG con respecto a las ratas control
(Tabla 11).

Tabla 11. Proteinas implicadas en la oxidacion de &cidos grasos y glucolisis

Proteina CONTROL DRG P
" §§ " 3-ceto-acil-CoA tiolasa 0.87+0.29 2.43+0.43* 0.016
£8s5sg
58 Xw Precursor mitocondrial de *
o E}. é’_g = acil-CoA tioester hidrolasa 1.92+0.89 6.96+0.24 0.009
=8 Enoil-CoA hidratasa 5.15+1.14 22.11+5.44* 0.034
< Triosa fosfato isomerasa 2.96+1.14 13.51+3.84* 0.027
o Fructosa-1,6-bifosfato
o ructosa-1,6-
c?g - aldolasa 4.96+0.54 5.67+1.77 0.999
O un
25 alp-enolasa
E (&)
2 =4 Isoforma 1 1.15+0.48 9.37+2.26* 0.006
5 Isoforma 2 1.8+0.45 7.70+1.03* 0.006
o . .
& Gliceraldehido-3-fosfato 19 63+3.04 49 76+6.65* 0.006

deshidrogenasa

Los resultados estdn expresados como la media + EEM. Un valor de p<0.05 es
considerado estadisticamente significativo.

Ademas, la expresion de la enzima CPTI fue determinada mediante Western
blot. Esta enzima facilita el transporte de &cidos grasos al interior mitocondrial y
cataliza la reaccion de union de carnitina a &cidos grasos para su posterior entrada a la
mitocondria a través de unos transportadores o translocadores mitocondriales.Por tanto,

esta enzima es fundamental para la iniciacion de la oxidacién de los acidos grasos.
Luego en los experimentos de Western blot se observé un aumento

significativo de su expresién en los ventriculos izquierdos de ratas DRG con respecto a

los ventriculos de las ratas control (Figura 20). La expresion de la triosafosfato
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isomerasa, enzima clave glicolitica también fue determinadas por Western blot. Tal y
como la Figura 20 muestra estando aumentada significativamente en los ventriculos

izquierdos de ratas DRG.

Figura 20. Western blot representativo de la expresion en ventriculo izquierdo de carnit

(CPTI) y triosa fosfato isomerasa en ratas DRG vy ratas control.
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Dos isoformas de a/B-enolasa identificadas en el mapa protedmico de
ventriculo izquierdo estaban significativamente sobreexpresadas en ratas DRG
comparadas con los ventriculos de las ratas control (Tabla 11). La expresion de la
gliceraldehido-3-fosfato isomerasa estaba también incrementada en los ventriculos
izquierdos de ratas DRG (Tabla 11).

También se midié el contenido de piruvato y lactato en ventriculos izquierdos.
En las ratas DRG, el contenido en el ventriculo izquierdo de lactato y piruvato fue
similar al observado en los ventriculos izquierdos de las ratas control (Figura 21). Sin
embargo, la expresion de PDH determinada mediante electroforesis bidimensional
estaba incrementada en los ventriculos izquierdos de las ratas DRG con respecto a los
controles (Tabla 12).
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Figura 21. Contenido de lactato y piruvato en el ventriculo izquierdo de ratas DRG y

ratas control. Los resultados se muestran como la media + EEM. *p<0.05 con respecto a

controles.
CONTENIDO LACTATO (mM/pg proteina) CONTENIDO PIRUVATO (mM/pg proteina)

0,35 § 0,07 4

0,3 0,06 4

0,25 4 0,05 4

0,2 - 0,04 4

0,15 4 0,03 4

0,1 - 0,02 4

0,05 4 0,01 4

0 - 0

CONTROL DRG CONTROL DRG

2.2-Proteinas asociadas con el ciclo de Krebs y la fosforilacién oxidativa
mitocondrial

La expresion proteica de la isocitrato deshidrogenasa y la malato

deshidrogenasa mitocondrial, ambas enzimas pertenecientes al ciclo de los &cidos
tricarboxilicos, fue significativamente mayor en ventriculos izquierdos de ratas DRG
que en ratas control (Tabla 12).
Ademas, se analizaron proteinas implicadas en la fosforilacion oxidativa mitocondrial.
Como muestra la Tabla 12, el nivel de expresion de varias proteinas implicadas en esta
cadena como por ejemplo, NADH deshidrogenasa, subunidades o y B del precursor
mitocondrial de la flavoproteina y la ubiquinol citocromo C reductasa, fue superior en
ventriculos izquierdos de ratas DRG al compararlo con las ratas control. La expresion
de la subunidad beta de la ATP sintasa no fue diferente entre los ventriculos izquierdos
de ambos grupos en estudio (Tabla 12). El nivel de expresion de la cadena M de la
creatina quinasa fue significativamente mayor en ventriculos izquierdos del grupo de
ratas DRG (Tabla 12).
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2.3-Asociacion entre los cambios en la expresion de proteinas metabolicas en el
ventriculo izquierdo,biomarcadores funcionales y parametros circulatorios

El anélisis de Pearson mostrd que el peso corporal de las ratas estaba
positivamente asociado con el nivel de expresion de las siguientes proteinas, que habian
mostrado diferencias entre ambos grupos de estudio en ventriculos: precursor
mitocondrial de la acil-CoA-tioester hidrolasa, o/ enolasa isoformas 1 y 2,
gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa,  isocitrato  deshidrogenasa, = NADH
deshidrogenasa, subunidad o del precursor mitocondrial de la flavoproteina, ubiquinol-
citocrome C reductasa (Tabla 13).

No se encontraron evidencias que relacionaran el nivel de expresion de
ninguna de las proteinas relacionadas con el metabolismo energético, en las cuales se
habian visto diferencias en su expresion entre ratas DRG Yy ratas control con los niveles
circulantes de glucosa, insulina o el indice HOMA (Tabla 13). Los niveles plasmaticos
de colesterol total fueron los Unicos que tuvieron una asociacién positiva con la
expresion en el ventriculo izquierdo del precursor mitocondrial de la subunidad beta de
la flavoproteina (Tabla 13). También fue observada una correlacion positiva entre los
niveles circulantes de leptina con el precursor mitocondrial de la subunidad o de la
flavoproteina y con el precursor mitocondrial de la acil-CoA tioester hidrolasa (Tabla
13).
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Tabla 12. Proteinas implicadas en el ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa.

Proteina CONTROL DRG P
P S8 8 Piruvato deshidrogenasa 2.94+0.74 8.77+0.75* 0.006
c 2w o= Malato deshidrogenasa
T % 83 mitocondrial 16.85+2.92 28.56+2.95* 0.037
SE3o &%
o E’ ; § Isocitrato deshidrogenasa 2.5+0.27 10.80+0.82* 0.009
= NADH deshidrogenasa 2.1740.54 7.86+1.00* 0.006
s Precursor mitocondrial de
285 la subunidad e de la 5.65+1.63 28.18+3.85* 0.006
] flavoproteina
@ S Precursor mitocondrial de
Ss la subunidad g de la 3.39+0.86 22.19+2.63* 0.025
TE:L ks flavoproteina
=% Ubiquinol-citocromo C .
§ 2 reductasa 3.15+0.93 18.36+2.70 0.014
T S Precursor mitocondrial de
g % la subunidad gde la ATP 76.18+27.07 64.82+8.96 0.522
2 sintasa
i) Cadena M de la creatina
quinasa 4.39+0.95 15.42+1.64* 0.006
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Tabla 13. Correlacién de Pearson de las proteinas significativamente diferentes en los
ventriculos izquierdos de ratas DRG y ratas control respecto al peso corporal, glucosa,

insulina, indice HOMA, colesterol total y niveles de leptina.

Niveles circulantes Niveles circulantes Niveles plasmaticos de

Proteina Peso corporal glucosa insulina [dicelHOMA colesterol total
Coeficiente p Coeficiente P Coeficiente P Coeficiente p Coeficiente P
Pearson Pearson Pearson Pearson Pearson
3'CETT|8ﬁ/C\'SLAC°A 0.506 0.054 0.005 0.988 0.108 0.714 0133 0.650 0.077 0.794
PRECURSOR
A(':\fl'_TngoT'\'lgRE'SATLER 0653  0008* 0114 0.699 0.294 0.308 0343 0.230 0.520 0.057
HIDROLASA
5:“5;;'&%"81 0.331 0293  -0.095 0781  -0.185 0586  -0175  0.606 0.528 0.095
TR:SSQFE%?Q;TO 0.431 0124 0190 0534  -0091 0767 0.036 0.907 0.147 0.632
“"?; (')':f’(;‘:r)n';AlSA 0520  0032* 0197 0.465 0.000 0.999 0.097 0.721 0.287 0.282
“’f’s' ()Ef?r?n';AzSA 0606  0010*  0.185 0.492 0.238 0375 0298 0.262 0317 0.232
GLICERALDEHIDO-
3-FOSFATO 0597  0015*  -0161 0566 0194 0488  0.151 0.592 0.264 0.341
DESHIDROGENASA
DESIECI)I(D:IIR’EFEQAETI\CI)AS . 0648 0007% 0405 0134 0090 0749 0267 0.336 0.091 0.748
MALATO
DESHIDROGENASA 0374 0139  -0059 0828 0203 0450  0.200 0.457 0.086 0.752
MITOCONDRIAL
DESE:BE\C/)?B-IFE?\I acp 0485 0057  -0114 0687 0.043 0880  0.030 0.915 0.182 0.516
SESHI géggEN asa 062 0008* 0015 0957  -0037 0892 0.025 0.927 0.170 0.529
PRECURSOR
MITOCONDRIALDE
LA SUBUNIDAD a- 0616  0008* 0202 0454 0060 0825  0.162 0.550 0.180 0.506
DE LA
FLAVOPROTEINA
PRECURSOR
MITOCONDRIALDE
LA SUBUNIDAD gDE 0379 0201 0265 0381 0282 0631 0062 0.499 0.737 0.004*
LA
FLAVOPROTEINA
UBIQUINOL-
CITOCROMO C 0657  0011*  -0037 0904  -0111 0350 0268 0.375 0.366 0.219
REDUCTASA
CADENAM 0461 0072 0144 0609 0135 0718 0190  0.840 -0.149 0597

CREATINA QUINASA

Valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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Niveles circulantes
leptina

Coeficiente
Pearson

0.475

0.543

0.038

0.178

0.206

0.449

0.377

0.491

0.053

0.163

0.294

0.521

0.289

0.537

0.317

P

0.086

0.045*

0.912

0.561

0.443

0.081

0.166

0.063

0.847

0.561

0.269

0.038*

0.339

0.058

0.249
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DISCUSION

Para una mejor comprension de la discusion de los resultados de esta tesis se ha
dividido la discusion en dos grandes bloques. En el primer blogue se discutiran los
resultados relativos a las ratas SHR y en el segundo a las del modelo de ratas

alimentadas con dieta alta en grasa.

1.- MODELO DE CORAZON HIPERTROFICO DE RATAS HIPERTENSAS

Los resultados de esta tesis muestran cambios en la expresion de proteinas
implicadas en diferentes rutas metabdlicas en el ventriculo izquierdo de ratas SHR.
Este es el primer estudio que utilizando la técnica de la proteémica se ha centrado en el
analisis de forma integrada de las proteinas implicadas en las principales vias
relacionadas con el metabolismo energético en el ventriculo hipertrofico de ratas SHR.
Existen dos estudios previos de protedmica, en los cuales las proteinas asociadas al
metabolismo energético del ventriculo izquierdo habian sido parcialmente analizadas. El
primero de estos estudios fue disefiado utilizdndose un nimero demasiado bajo de ratas
(n=3)"%. En el segundo, estudio dirigido Zhou y cols, el nimero de proteinas e
isoformas pertenecientes a las principales vias metabdlicas analizadas fueron mucho
menores que el que se presenta en esta tesis. Estas limitaciones pueden plantear

conclusiones confusas’

1.1 Cardiopatia hipertrofica y hemodinamica

El desarrollo de la hipertrofia hipertensiva del ventriculo izquierdo ocurre como
respuesta adaptativa a la sobrecarga de presion arterial’™. El estudio de esta patologia
usando ratas SHR es muy comdn en la comunidad cientifica, ya que estas ratas aportan
un modelo animal de hipertension inducida genéticamente, en el que se desarrolla
fracaso cardiaco con la edad, de forma muy similar a como ocurre en el hombre®".

En el modelo SHR utilizado en este trabajo de tesis, las ratas desarrollaron
hipertrofia cardiaca. Estos resultados son similares a los obtenidos por otros estudios
previos, en los que se ha demostrado la existencia de hipertrofia cardiaca en ratas SHR

adultas’’” .La hipertrofia cardiaca de ratas SHR se acompafi6 de una elevacion de la
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PSVI y +dP/dt, que ocurrié probablemente como mecanismo adaptativo compensatorio
a una elevada presion. Estos resultados estan en concordancia con medidas
hemodinamicas previas realizadas por otros grupos en los que también se ha
demostrado una mayor funcion sistdlica en el corazon de las ratas SHR*"®'"®. También
en concordancia con otros estudios previos, nuestros resultados demostraron una
elevacion de PDFVI, lo que indica la existencia de disfuncion diastdlica, que es un
efecto muy comun en corazones hipertréficos de ratas SHR'™. La disfuncion diastdlica
ocurre cuando la cdmara ventricular no esta en condiciones de aceptar un volumen de
sangre durante la diéstole, que permita mantener un volumen sistélico apropiado™®**%2.
Estas anomalias estan causadas por la disminucién de la relajacion ventricular y/o un
aumento de la rigidez ventricular.

Se ha propuesto que la hipertrofia cardiaca provoca un desajuste en el balance
del metabolismo energético del corazon. En este sentido, numerosas publicaciones han
mostrado un desajuste en el equilibrio del metabolismo energético cardiaco. Un numero
elevado de estudios han mostrado un desplazamiento de la utilizacion de la B-oxidacién
de los &cidos grasos hacia la utilizacion de la glucosa como el principal sustrato
energético del corazon hipertréfico®. Asi, lemitsu y cols, mostraron que los niveles de
ARNmM codificantes para enzimas claves en la oxidacion de la glucosa estaban
significativamente aumentados en los corazones hipertréficos de ratas SHR'®. Como se
discutird en los siguientes puntos, esta tesis muestra cambios moderados en las
principales vias metabdlicas energéticas del corazon como la oxidacion de acidos
grasos, glucolisis y ciclo de Krebs, sugiriendo que en estas condiciones de disfuncién
diastélica no existe un desplazamiento hacia la via metabdlica glicolitica como
alternativa a la oxidacion de &cidos grasos. Ademas, los resultados de esta tesis
muestran como novedad una importante adaptacion de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial para satisfacer la elevada y constante demanda de ATP, probablemente

reflejados en los incrementos de PSVI y +dP/dt
1.2 Proteinas asociadas a la p-oxidacion de los acidos grasos

La p-oxidacion de los acidos grasos, convierte los acidos grasos de cadena larga
en moléculas de acetil CoA. Esta via metabdlica es la principal via de aporte energético
en corazones no hipertréficos™*. El proceso consiste en una serie de reacciones que

permiten la separacion de dos carbonos de la molécula original en forma de acetil CoA
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después de que el carbono B se oxide a grupo ceto. El grupo acil CoA resultante, con
dos carbonos menos que el grupo acil CoA original, reinicia otra vuelta de la -
oxidacion, al cabo de la cual perdera también dos carbonos que apareceran como una
segunda molécula de acetil CoA, y asi sucesivamente hasta que el grupo acil CoA
original haya sido catabolizado completamente a moléculas de acetil CoA. Asi, la
mayor parte de la energia del acido graso original se encuentra contenida en la acetil
CoA producto de la B-oxidacion, debiendo ser catabolizada a través del ciclo de Krebs

para que finalmente su energia sea captada como ATP.

Estudios recientes han sugerido la utilidad del desplazamiento del acido graso a
la glucosa como principal metabolito energético en corazones hipertréficos®®. El
corazén hipertréfico tiene un incremento del metabolismo glucidico debido a la
aceleracion de la glucolisis, capta mayor cantidad de glucosa por lo que tal alteracion
parece deberse a una modificacién de la regulacion del proceso glucolitico. Ademas,
estd disminuida la enzima encargada de la transferencia de los acidos grasos hacia la
mitocondria. Por lo tanto, la reduccion de la provision citoplasmatica y mitocondrial de
los &cidos grasos seria responsable de la alteracion del metabolismo de estos sustratos
en el corazén hipertréfico. EI aumento del metabolismo glucolitico incrementa la
captacion de glucosa independiente de la insulina, que a su vez se activa ante el
trastorno energético del miocardio. Se aumenta la translocacion de transportadores para
glucosa y estimula la glucolisis a través de la fosforilacion y activacion de la enzima
FFQ. Estos hallazgos son compatibles con la observacién de que en el corazon
hipertréfico, tanto el aumento de la glucolisis como el de la captacion de glucosa son
independientes de la insulina. La inhibicion de la transferencia de &cidos grasos a través
de la via de la carnitina disminuye la oxidacion de este sustrato e incrementa la

metabolizacion de la glucosa.

En este sentido, de las Fuentes y cols, han descrito deficiencias en la oxidacion
de acidos grasos de cadena larga en el miocardio del ventriculo izquierdo de ratas
hipertensas mediante tomografia de positrones. Esta disminucién de la oxidacion de
4cidos grasos fue asociada a una reduccion de la eficiencia miocardica'®®. En esta tesis,
se ha analizado la expresion de tres proteinas implicadas en la oxidacion de los acidos
grasos de cadena larga: enoil-CoA hidratasa, 3-cetoacil CoA tiolasa y el precursor de la

acil-CoA tioester hidrolasa.
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La expresion de la enoil-CoA hidratasa, que cataliza la formacion del 3-
hidroxiacil-CoA en la segunda reaccion del ciclo de la oxidacién de acidos grasos,
estaba disminuida en el ventriculo izquierdo de las ratas SHR. Sin embargo, la
expresion proteica de 3-cetoacil CoA tiolasa, enzima que promueve la reaccion de la B-

ketoacil-CoA para formar acetil CoA, estaba aumentada en el grupo SHR.

Numerosos investigadores han descrito una reduccién de la oxidacion de acidos
grasos de cadena larga asociada con bajos niveles de carnitina miocardica en corazones
hipertréficos™? .La carnitina es una molécula absolutamente necesaria para el transporte
desde la membrana mitocondrial hacia el interior mitocondrial donde ocurre la f-
oxidacion®®. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la
disminucion en la B-oxidacion de acidos de cadena larga en el corazén hipertrofico
podria ser no solo consecuencia de una reduccién de carnitina miocardica sino también
de la disminucion de la expresion de una de las enzimas clave implicada en la oxidacion
de los acidos grasos, como la enoil-CoA hidratasa. De acuerdo a estos resultados, Sack
y cols, describi6 una disminucion significativa de los niveles de los ARNm codificantes
para las enzimas que catalizan el primer paso (acil-CoA deshidrogenasa) y el tercer paso
(B-hidroxiacil CoA deshidrogenasa) de la p-oxidacion en ratas hipertréficas®

Por lo tanto, la B-oxidacion de los &cidos grasos podria verse comprometida por
la disminucion de la expresion de la enzima enoil-CoA hidratasa, observada en el
corazén hipertrofico de ratas SHR. Este decremento enzimatico podria generar una
excesiva acumulacion de metabolitos derivados de los acidos grasos (resultantes de
reacciones previas a la de la enzima enoil-CoA hidratasa) en corazones hipertréficos,
que podria causar una inhibicion por “retroalimentacion” de la B-oxidacion de los
4cidos grasos'™’. Como respuesta compensatoria y para tratar de reducir tales
metabolitos de los &cidos grasos, podria ocurrir la sobreexpresion de las enzimas 3-
cetoacil CoA tiolasa y precursor de la acil-CoA tioester hidrolasa observada en los
resultados de esta tesis. En este sentido, en un estudio dirigido por Gerber se ha descrito
que la actividad hidrolitica de la enzima acil-CoA tioester hidrolasa, por la que se
hidroliza o rompe el &cido graso acil-CoA a acidos grasos libres y CoA-SH, se ha
asociado a la reduccion de la acumulacion de los &cidos grasos libres en mitocondria

cardiaca en ratas diabéticas™®® .
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1.3 Proteinas asociadas a la glucolisis

Como ya se ha comentado en la introduccidén de esta tesis, en el corazén
hipertrdfico se ha descrito que, debido a la disminucion de la oxidacion de los acidos
grasos, se produce un aumento del consumo de otros sustratos energeéticos,
principalmente la glucosa'®. Esto se fundamenta en el hecho de que algunos trabajos
han sugerido que mediante la glucolisis estaria incrementado el metabolismo de la
glucosa en corazones hipertréficos'****!. Sin embargo, en los resultados se ha mostrado
que la expresion proteica de dos enzimas claves en la via metabolica de la glucolisis, la
fructosa 1,6 bi-fosfato aldolasa y la triosafosfato isomerasa, estaban significativamente
reducidas en el ventriculo del corazén hipertréfico comparado con corazones sanos.
Este dato fue confirmado en el caso de la enzima fructosa 1,6 bi-fosfato aldolasa por la
técnica del Western blot (técnica basada en la especificidad anticuerpo-antigeno), que
volvié a mostrar una reduccion significativa en la expresion de esta enzima.

En el proteoma del ventriculo izquierdo cardiaco, también se identificd y
cuantifico la enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa y dos isoformas de la o/p-
enolasa. El analisis densitométrico de estas enzimas no revelaron alteracion en la
expresion de la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, sin embargo mostraron un
aumento en la expresion de las dos isoformas de a/B-enolasa en el ventriculo izquierdo
de las ratas SHR.

La enzima o/B-enolasa cataliza la reaccion de conversion del 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato. El aumento en la expresion de estas dos isoformas de o/p-enolasa en
el corazon de las ratas SHR podria ser explicado, de forma semejante a lo que ocurre
con la enoil CoA hidratasa en la B-oxidacion, como a un mecanismo cardiaco
compensatorio que trata de aumentar la degradacion de la glucosa. En este sentido,
Zhou y cols, también describieron un aumento de la expresion de la o/B-enolasa en
corazones hipertréficos' ",

Ya que en el estudio de Zhou y cols solo se habia determinado la expresion de la
a/B-enolasa como enzima representante de la glucolisis en corazones hipertréficos, se
asumio que la glucolisis estaba estimulada en el ventriculo izquierdo en situaciones de
hipertrofia ventricular'’®. Sin embargo, los resultados obtenidos, revelan una
disminucion de la expresion de proteinas fundamentales para los primeros pasos de la

glucolisis, los ya mencionados en la fructosa 1,6 bi-fosfato aldolasa o la triosafosfato
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isomerasa, no apoyan la idea de una estimulacion de la glucolisis en corazones
hipertréficos. Ademas, los cambios observados en la expresion de estas enzimas
glicoliticas parecen ser especificos, basandonos en que los resultados también mostraron
que la expresion de otras proteinas glicoliticas, como la gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa, no se modificaron en el ventriculo de las ratas SHR.

Otro punto importante de los resultados obtenidos es que debido a la
disminucion de la expresion de las enzimas fructosa 1,6 bi-fosfato aldolasa y
triosafosfato isomerasa, se podria favorecer la acumulacion de metabolitos previos a la
reaccion de dichas enzimas, como la glucosa-6-fosfato. En este sentido, la glucosa-6-
fosfato ademas de ser catabolizada a través de la via de la glucolisis, es también el
primer sustrato para la produccion de glucégeno. En relacion a esta hipdtesis,
recientemente se ha publicado un estudio que revela una acumulacion de glucégeno
cardiaco en pacientes con hipertrofia de ventriculo izquierdo'*?. Por otra parte, aunque
la mayoria de glucosa consumida es catabolizada hacia piruvato mediante la glucolisis,
y posteriormente a acetil-CoA por la PDH, no deberiamos olvidar que existen otras vias
metabdlicas para la degradacién de la glucosa, que constituyen lo que se conoce como
metabolismo secundario para la glucosa. Una de las principales vias del metabolismo
secundario de la glucosa es la ruta de las pentosas. Zimmer y cols, describieron en
diferentes modelos de hipertrofia cardiaca en ratas, que la actividad de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa y la disponibilidad del 5-fosforibosil-1-pirofosfato (derivado de
la ribosa-5-fosfato que proviene del ciclo de las pentosas) estaban incrementados en
corazones hipertroficos. Estos datos sugieren la posible estimulacién del ciclo de las
pentosas en el corazén hipertréfico'®?. Desafortunadamente, no se han podido identificar
proteinas asociadas a la ruta de las pentosas en los proteomas de los ventriculos

izquierdos.

1.4 Oxidacion de la glucosa

Como se ha comentado en la introduccidn, el piruvato es el producto final de la
glucolisis. ElI complejo multienzimatico denominado PDH cataliza la oxidacién de
piruvato hasta acetil-CoA. Este complejo multienzimatico estd localizado en la
membrana interna mitocondrial, formado por tres enzimas con actividad catalitica y

otras 3 enzimas responsables de la regulacién de la actividad catalitica. Por tanto, el
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complejo de la PDH podria ser considerado como el factor limitante de la oxidacion de

la glucosa en el corazon.

En los resultados, se ha observado un aumento de la expresion de la PDH, una
de las tres enzimas con actividad catalitica del complejo PDH, en el ventriculo izquierdo
hipertréfico de las ratas SHR. En este sentido, la determinacion del contenido de
piruvato en el ventriculo izquierdo demostré un aumento del mismo en el ventriculo
hipertréfico respecto al control. Un resultado paraddjico respecto al contenido del
piruvato. Podria ser que aunque el contenido de piruvato estaba aumentado en el
corazon hipertrofico las dos enzimas reguladoras de la velocidad de la glucolisis,
fructosa 1,6 bi-fosfato aldolasa y triosafosfato isomerasa, estuvieran disminuidas en su

expresion.

Sin embargo, es importante sefialar que este hecho es posible, ya que el piruvato
no solo se obtiene de la glucolisis, sino que también puede ser sintetizado como un

metabolito intermedio en la degradacion aminoacidica del acetil-CoA.
1.5 Ciclo de los &cidos tricarboxilicos

El producto comtn de la B-oxidacion y la oxidacion de la glucosa es el acetil-
CoA. El acetil-CoA es metabolizado a través del ciclo del acido tricarboxilico, que
sucede en el interior mitocondrial. El estudio protedmico demostr6 que la expresion de
dos enzimas pertenecientes al ciclo del &cido tricarboxilico, isocitrato deshidrogenasa y
malato deshidrogenasa (gracias a la sensibilidad de la proteémica, se han podido
identificar hasta cuatro isoformas de esta enzima: dos isoformas mitocondriales y otras
dos isoformas citoplasmaticas), no han variado en los ventriculos izquierdos de los
corazones hipertroficos cuando fueron comparados con los niveles presentes en
corazones sanos de las ratas normotensas. Estos resultados sugieren que el ciclo del
acido tricarboxilico no se ve sometido a modificaciones en ventriculos izquierdos con
hipertrofia. Acorde a esta linea de evidencias, Garg y cols, no encontraron
modificaciones en los niveles de ARNm codificantes para enzimas implicadas en el

ciclo de Krebs en hipertrofia cardiaca asociada a la enfermedad de Chagas™.
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1.6 Proteinas asociadas a la fosforilacion oxidativa mitocondrial

El complejo I (NADH deshidrogenasa, flavoproteina) y el complejo Il
(ubiquinol-citocromo C reductasa) son partes fundamentales de la cadena transportadora
de electrones, esta cadena transportadora de electrones mediante sucesivas reacciones
redox (oxidacion/reduccion), genera un potencial electroquimico de hidrogeniones en la
membrana interna mitocondrial, que gracias a la accion del complejo proteico ATP
sintasa se convertird en energia, en forma de ATP. Por tanto, la fosforilacion oxidativa
mitocondrial, es la responsable en Gltimo término de la formacion de energia, que
dependera de la cantidad de los cofactores NADH y FADH, creados en las diferentes

vias metabolicas energéticas celulares.

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que tanto la enzima ubiquinol-
citocromo C reductasa como la NADH deshidrogenasa estaban incrementadas en el
ventriculo izquierdo de ratas SHR cuando fueron comparados con los niveles de estas
enzimas en los corazones normotensos de las ratas control. Estos resultados podrian
reflejar un incremento en los niveles de demanda energética en condiciones de
hipertrofia cardiaca. Acorde a estos resultados, el estudio dirigido por Jin y cols
observaron también una sobreexpresion de la enzima ubiquinol-citocromo C reductasa y
NADH-ubiquinona oxidoreductasa (otra enzima incluida en el complejo 1) en

ventriculos izquierdos hipertréficos de los animales SHR'™.

Se requieren elevados niveles de produccién energética en la mitocondria en
forma de ATP, para satisfacer la continua demanda energética requerida por el corazon.
Sin embargo, en estudios recientes se ha mostrado una disminucién general del aporte
de ATP con el ventriculo izquierdo hipertréfico en ratas SHR, que podria estar
aparentemente en discordancia con el incremento de la expresion de las dos enzimas
ubiquinol-citocromo C reductasa y NADH deshidrogenasa, descritas en este estudio.
Sin embargo, también han sido identificados en los geles bidimensionales las
subunidades a- y - del precursor mitocondrial de la ATP sintasa. Esta ATP sintasa
mitocondrial es un complejo proteico que cataliza la formacion de moléeculas de ATP,
mediante fosforilacion oxidativa y gracias a un gradiente electroquimico generado por
protones. Este complejo enzimatico consiste en dos partes bien diferenciadas: la parte

Fo que esta insertada en la membrana interna mitocondrial y la parte F; que tiene la
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capacidad de unir los nucle6tidos ADP con grupos fosfato y generar las moléculas de
ATP. La subunidad B de la F; es donde reside la capacidad catalitica de la ATP sintasa
aunque es conocido que ambas subunidades a- y - son esenciales para la actividad

enzimatica®®.

En la presente tesis, tras realizar el andlisis densitométrico de los geles
bidimensionales, se observo que la expresion de la subunidad P estaba incrementada
mientras que la subunidad o estaba disminuida en los ventriculos izquierdos de los
corazones hipertroficos de las ratas SHR. Esta posible inhibicion de la sintesis de ATP
en ratas SHR con HVI, generada por la baja expresion de una de las subunidades de la
ATP sintasa necesarias para la generacién de ATP, podria ser la responsable de los
reducidos niveles de ATP en ratas hipertroficas que han sido sugeridos por diferentes

estudios publicados previamente®®.

1.7 Creatina quinasa

La creatina quinasa M fue identificada en los proteomas de ventriculos
izquierdos de rata, estando aumentada su expresion en el grupo de ratas SHR cuando
fue comparada con el grupo de ratas normotensas. Este dato puede ser importante, en
aquellas condiciones en las que los requerimientos de ATP exceden a los niveles de
ATP aportados, es decir en condiciones de deficiencia energética, como ocurre en
corazones de ratas con hipertrofia cardiaca. La fosforilacion de la creatina, catalizada
por la enzima creatina quinasa, es uno de los principales mecanismos que utiliza el
corazén para mantener unos niveles adecuados de ATP. Sin embargo, aunque en el
presente estudio se ha detectado un incremento de la expresién de la creatina quinasa en
el ventriculo izquierdo del corazon de las ratas SHR, estudios previos utilizando
diferentes modelos animales han descrito que el “pool” o la cantidad de creatina
disponible en ventriculos izquierdos hipertréficos es de hasta un 60% menor comparado
con ventriculos izquierdos sanos*®’. Recientemente, un estudio dirigido por Smith y cols
han descrito que el flujo neto de ATP obtenido a travées de la fosforilacion de la creatina
esta muy reducida en humanos con cardiopatia hipertréfica'®®. Por tanto, deberiamos ser
precavidos con el aumento observado de la expresion de la creatina quinasa, ya que este
aumento podria no ser suficiente para compensar la sintesis de ATP debida a la

reduccion de creatina en los corazones hipertroficos.
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1.8 Limitaciones del estudio

La principal limitacion del estudio es que s6lo se han medido cambios en la
expresion proteica de las enzimas. Por tanto, se deberia ser cuidadoso con la
interpretacion, ya que los cambios en los niveles de expresion por si solos no son
suficientes para asignar diferencias en la actividad enzimatica. En este sentido, el
impacto final de los cambios observados en la expresion de las proteinas puede ser
afectado por otros factores como la viabilidad del sustrato, la integridad funcional
proteica o la disposicion de sus productos entre otros muchos factores y/ o condiciones.
Cabe destacar que las alteraciones en el metabolismo energético han emergido como
uno de los factores mas importantes en el desarrollo de deficiencia de la funcién
contractil en corazones hipertréficos, y el consecuente fracaso cardiaco. Gracias al uso
de nuevas tecnologias, como la protedmica, podemos analizar en profundidad y de
forma integrada las alteraciones metabolicas asociadas a la hipertrofia hipertensiva
cardiaca. De hecho, bajo las condiciones experimentales seguidas en el desarrollo de los
experimentos de esta tesis en el modelo de rata hipertensa, numerosas proteinas
implicadas en las principales vias metabdlicas energéticas (como la B-oxidacion de los
acidos grasos, la glucolisis, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa mitocondrial)
estaban aumentadas o disminuidas significativamente, apoyando la idea de que la HVI
asociada con disfuncion diastélica , es una situacion transitoria hacia deficiencias
metabolicas energéticas importantes presentes en el fracaso cardiaco y que
probablemente ni la oxidacién de acidos grasos ni la glucolisis sean las Unicas fuentes

de energia en el ventriculo izquierdo hipertrofico.
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2.- MODELO DE CORAZON DE RATAS CON SOBREPESO

La utilizacion de los sustratos energético por parte del corazén obeso no ha sido
aun estudiada en profundidad. Se han utilizado modelos animales sometidos a ingesta
de dietas ricas en grasa donde un alto porcentaje de calorias ingeridas dan como
resultado una ganancia en el peso corporal, aumento de la cantidad de grasa corporal e
incluso resistencia a la insulina. Estos modelos han mostrado que factores importantes a
la hora de que el corazon obeso utilice sustrato energético son los niveles elevados de
acidos grasos Y triacilgliceroles circulantes existentes. Estudios experimentales recientes
han demostrado que la oxidacion de &cidos grasos esta aumentada tanto en obesidad
como cuando existe resistencia a la insulina®. El incremento en la oxidacion de &cidos
grasos es paralelo a la disminucion de la glucolisis. Existen también estudios que
demuestran que la oxidacion del piruvato y la actividad de la PDH estaban
significativamente reducidas en ratones obesos mientras que las enzimas implicadas en
la respiracién mitocondrial no estaban modificadas, lo cual indica que la obesidad no
interfiere con el metabolismo mitocondrial pero si sobre la oxidacion de los
carbohidratos. Por lo tanto, la mayoria de estudios experimentales apuntan en la
direccién de que la oxidacién de los &cidos grasos esta aumentada en corazones obesos
sugiriendo que la afectacién de la oxidacion de acidos grasos no contribuye a la

acumulacion lipidica observada en obesidad.

En esta tesis se han analizado de forma integrada diferentes vias metabdlicas en
un modelo de rata alimentada con DRG. En nuestros resultados, la expresion de varias
proteinas asociadas con diferentes rutas metabdlicas, principalmente la 3-oxidacion de
acidos grasos, glucolisis, ciclo de los &cidos tricarboxilicos y la fosforilacion oxidativa
mitocondrial, estaban modificadas en el ventriculo izquierdo de las ratas DRG
mostrando un mayor peso corporal y resistencia a insulina que las ratas control. Los
cambios en la expresion de las proteinas relacionadas con estas rutas energéticas
metabolicas pueden preceder a trastornos cardiovasculares ya que la funcionalidad

miocardica y el crecimiento del ventriculo no estaban modificados.
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2.1 Cambios en la B-oxidacién de los acidos grasos

El musculo cardiaco utiliza la oxidacion de los acidos grasos como principal
fuente energética™®* .En este sentido, el control intracelular de la oxidacion de los &cidos
grasos comienza a nivel mitocondrial con el transporte de &cidos grasos por la CPTI, la
cual transfiere acidos grasos desde la acil-CoA a la acilcarnitina de cadena larga, y ésta
a su vez es transportada al interior mitocondrial™®**%

En las ratas DRG, la CPTI estaba sobreexpresada en ventriculo izquierdo
comparandolas con las ratas control. Esto iba acompafiado de una mayor expresion en el
ventriculo izquierdo de tres enzimas implicadas en la 3-oxidacion. Por lo tanto, estos
resultados sugeririan que la oxidacion de acidos grasos podria estar favorecida en el
ventriculo izquierdo de ratas DRG. Estos resultados estan en concordancia con un
trabajo publicado por Peterson y cols, en el que se demostré que corazones de mujeres
obesas muestran un incremento del consumo de &cidos grasos determinados mediante
tomografia de emision positrénica. Esto estd intimamente relacionado con un
incremento del indice de masa corporal y del consumo de oxigeno por parte del
miocardio. EI aumento del consumo de oxigeno asociado con un incremento en el
indice de masa corporal de los sujetos de este estudio se relaciona muy probablemente
con el efecto de la obesidad en el remodelado cardiaco debido al hecho de que la
obesidad aumenta el metabolismo de acidos grasos. Ademas, la obesidad esta asociada
con una disminucion de la transduccion de la energia miocardica hacia el trabajo
contractil y con el remodelado del ventriculo izquierdo. Estas alteraciones son similares
a las observadas en modelos animales experimentales de obesidad en el que la
contractibilidad cardiaca esta dafiada en personas obesas™®.

El aumento de los niveles circulantes de colesterol en ratas DRG podria
contribuir a estimular la expresion de enzimas relacionadas con la B-oxidacion en el
ventriculo. Por ello se incluyd la posible correlacion entre ambas variables y sin
embargo, no se observd asociacion entre los niveles circulantes de colesterol total con el
nivel de expresion de proteinas asociadas a esta ruta metabdlica en ventriculo izquierdo.
Por lo tanto, no parece que los diferentes niveles de colesterol circulante estén
relacionados con una mayor expresion de proteinas asociadas a la -oxidacion en el

ventriculo izquierdo.
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Estudios experimentales en corazones perfundidos han mostrado que una
oxidacion de &cidos grasos acelerada contribuye con un desarrollo de cardiomiopatias
diabéticas debido a la inhibicién de la oxidacién de la glucosa®® .Ademas, ha sido
también propuesto que tasas elevadas de oxidacion de &cidos grasos, en el
establecimiento de la obesidad, contribuyen al establecimiento de resistencia a insulina
debido a una inhibicién directa del metabolismo de la glucosa®*>° ‘Esto sugeriria que en
el ventriculo izquierdo, el incremento de la oxidacion de &cidos grasos deberia reducir la
oxidacion de carbohidratos. En los resultados de la tesis no observamos ninguna
relacion entre los niveles circulantes de insulina o el indice HOMA con respecto a

alguna de las proteinas identificas relacionadas con la B-oxidacion de &cidos grasos.

2.2 Glucolisis en el ventriculo de ratas alimentadas con dieta alta en grasa

En los ventriculos de ratas DRG, las proteinas relacionadas con la via

glicolitica tales como la triosafosfato isomerasa, las isoformas o/p de la enolasa y la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa se mostraron sobreexpresadas con respecto a
las ratas control. Todo ello, podria estar relacionado con un mecanismo compensatorio
para aumentar la degradacion de la glucosa la cual podria también estar asociada con
una posible reduccién en el consumo de glucosa debida a la resistencia a insulina. Sin
embargo, el analisis de Pearson no mostré ninguna asociacion entre los niveles
circulantes de glucosa con cambios en la expresion de triosafosfato isomerasa,
isoformas a/f de la enolasa ni gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
Un hecho paradéjico podria considerarse que aunque en los ventriculos de ratas DRG se
observo un incremento en la expresion de enzimas glicoliticas, el contenido total neto de
piruvato, el producto final de la glucolisis, no mostrd diferencias respecto a los
ventriculos control. Varias posibilidades podrian explicar este hallazgo.

La primera posibilidad a valorar podria ser que existiera una degradacion
acelerada de piruvato hacia la generacion de lactato o hacia la produccién de acetil-CoA
en el ventriculo de las ratas DRG. El contenido de lactato en ventriculo de ratas DRG no
era diferente con respecto a las ratas control, lo cual descarta la posibilidad de una
degradacion del piruvato hacia la ruta anaerdbica. Sin embargo, la expresion de la PDH,
una de las tres enzimas que constituyen el complejo de la PDH que regula la oxidacién
de piruvato a acetil-CoA estaba aumentada en ventriculo izquierdo de ratas DRG.
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Ademas, proteinas implicadas tanto en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos
como en la fosforilacion oxidativa mitocondrial estaban también sobreexpresadas en los
ventriculos de ratas DRG con respecto a ratas control. En conjunto, estas observaciones
podrian reflejar un aumento en el nivel de demanda energética en los ventriculos de
ratas DRG. En relacion a esta hipotesis, la expresion de la creatina quinasa M estaba
incrementada en ratas DRG comparado con las ratas control. La creatina quinasa M es
un mecanismo que el corazén utiliza para mantener los niveles de ATP cuando la
demanda de ATP supera la produccién. Estudios en ratones obesos han sugerido un
incremento en el consumo de oxigeno por parte del miocardio a pesar de que la

201

eficiencia cardiaca estuviera reducida“”, lo que sugiere la necesidad de un mayor

metabolismo energético.

En la literatura se ha intentado también establecer cual es el balance energético
en ratas alimentadas con dietas ricas en &cidos grasos. Esto se ha analizado
fundamentalmente en higado y han demostrado la existencia de un aumento
significativo del Pm mitocondrial y una bajada en la relacion entre el pH de la
mitocondria con el del citosol, lo cual lleva a un desequilibrio en la sintesis de ATP?*
Esto sugeriria la existencia de mayores requerimientos de produccion de ATP
favoreciéndose asi las sobreexpresion de las diferentes proteinas relacionadas con rutas
metabdlicas energéticas observadas en los resultados de esta tesis, como un posible

mecanismo defensivo.

2.3 Leptina y metabolismo energético en el ventriculo

La leptina es una hormona que participa en la regulacion de la ingesta de
alimentos y el peso corporal. Actuando sobre el hipotalamo, la leptina disminuye el
apetito e incrementa el gasto energético a traves de la activacion simpatica la cual como
consecuencia disminuye el tejido adiposo y el peso corporal. Los niveles de esta
hormona estan disminuidos durante el ayuno e incrementados tras varios dias de
sobrealimentacion en un esfuerzo para ayudar a regular el balance energético.

Existe una fuerte correlacion entre los niveles séricos de leptina y la masa de
grasa corporal de individuos obesos sugiriéndose mecanismos enddgenos de resistencia

a leptina en la obesidad®® .Pocos estudios se han centrado en el efecto de la leptina en el
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metabolismo cardiaco y muchos de los efectos se han inferido de estudios de modelos
genéticos de deficiencia/resistencia a leptina. Si se ha observado en corazones aislados
que la leptina aumenta tanto la oxidacion de acidos grasos como del metabolismo de la

glucosa®®*

. Ademaés, en ratones ob/ob, un modelo genético asociado con la resistencia a
leptina, se ha observado un aumento significativo de la oxidacion de &cidos grasos y una
reduccién tanto en la oxidacion de la glucosa como en la capacidad oxidativa de la

mitocondria®® .

En nuestro estudio, los niveles circulantes de leptina estaban
significativamente incrementados en ratas DRG con respecto a ratas control. Sin
embargo, los niveles de leptina en plasma solo estuvieron asociados con cambios en la
expresion en el ventriculo izquierdo del precursor mitocondrial de la acil-CoA-tioester
hidrolasa y con la subunidad o del precursor mitocondrial de la flavoproteina. Estos
hallazgos sugieren que la participacion de la leptina como responsable de los cambios
observados en la expresion de las principales proteinas relacionadas con el metabolismo

energético en el ventriculo izquierdo de ratas DRG es muy limitada.

El hecho de que la expresion de varias proteinas relacionadas con el
metabolismo energético estén modificadas en ventriculos de ratas DRG pero que la
funcionalidad cardiaca no se vea afectada podria sugerir que la modificacion en la
expresion de estas proteinas no sea consecuencia de alteraciones en la funcionalidad
miocardica. Sin embargo, estas modificaciones de expresién podrian ser interpretadas
como un mecanismo adaptativo por parte del metabolismo cardiaco al sobrepeso.

Un dato relevante que aportan los resultados de esta parte de esta tesis, es el
hecho de que el peso corporal sea el parametro mas asociado con cambios en el nivel de
expresion de proteinas del metabolismo energético en ventriculo izquierdo. Esto apoya
que el sobrepeso afecta a los requerimientos energéticos del corazon. En este sentido, la
ganancia de peso afecta tanto al sistema renina-angiotensina y a las rutas
adrenérgicas®®*! las cuales como respuesta pudieran contribuir a la modificacion de la
expresion de estas proteinas metabolicas. Estudios futuros no obstante son necesarios

para aclarar dicha hipotesis.

Como resumen, los resultados de esta parte de la tesis realizada en ratas

alimentadas con DRG demuestran que antes de que la funcionalidad miocéardica esté
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afectada por una DRG y/o sobrepeso, la expresién de proteinas participantes en la
produccién de energia en el ventriculo izquierdo estaba modificada. Aunque algunos
estudios han sugerido como factores importantes a la hora de elegir sustrato energético
por parte del corazon a los niveles circulantes de acidos grasos y a la resistencia a la
insulina, los datos aportados en esta tesis sugieren que independientemente de los
niveles circulantes de colesterol, glucosa, insulina e incluso a la resistencia a la insulina,
las proteinas implicadas en diferentes rutas metabolicas se sobreexpresan en ventriculos
izquierdos. Es por ello que probablemente, los cambios a nivel molecular precedan a los
cambios funcionales del corazon y particularmente del ventriculo. Por ello, un mayor
conocimiento de los mecanismos moleculares afectados por la ingesta de una DRG

podria ayudarnos a prevenir sus consecuencias patologicas.
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Resumen y conclusiones

1. La via de la B-oxidacion de los &cidos grasos de cadena larga y la via glucolitica
se encuentra reducida en el corazon hipertréfico de SHR. Ademas se observo un
aumento de la fosforilacion oxidativa mitocondrial en el corazén hipertréfico de

SHR posiblemente debido a la mayor exigencia de consumo de ATP.

2. La B-oxidacion de los acidos grasos de cadena larga y la glucolisis no son
probablemente la Unica fuente de energia que usa el corazon hipertréfico. De
hecho, la expresion de creatina quinasa estd aumentada en el corazdn

hipertréfico respecto al normal.

3. En cuanto al consumo de una dieta rica en acidos grasos saturados, antes de que
la funcién miocardica se vea afectada por ella y por el sobrepeso, el nivel de
expresion de proteinas implicadas en la produccion de energia en ventriculo
izquierdo se ve modificado a pesar de que la funcionalidad miocardica y el

crecimiento del ventriculo no estan todavia modificados.

4. La expresion de proteinas relacionadas con la glucolisis, p-oxidacion de &cidos
grasos de cadena larga, ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa mitocondrial
estdn aumentadas en corazones de ratas con dieta rica en grasa. Estas
modificaciones en la expresion de las anteriores proteinas fueron independientes
de los niveles circulantes de colesterol, glucosa, insulina e incluso resistencia a

insulina.

5. La leptina estd aumentada en las ratas alimentadas con dieta rica en acidos
grasos saturados. Probablemente esto ocurre como mecanismo compensatorio a
un mayor acimulo de grasa inducido por la dieta rica en &cidos grasos saturados.
Ademas, el peso corporal es el pardmetro méas asociado con cambios en el nivel
de expresion de proteinas del metabolismo energético en ventriculo izquierdo.

Esto apoya que el sobrepeso afecta a los requerimientos energéticos del corazon.
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Figura 22. Resumen de los resultados preexistentes en la literatura sobre el
metabolismo energético del corazén normal.
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Figura 23. Resumen y comparacion de los resultados del modelo animal de

corazon hipertrofico de esta tesis con los datos preexistentes en la literatura
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Figura 24. Resumen y comparacion de los resultados del modelo animal

alimentado con una dieta rica en grasa de esta tesis con los datos preexistentes

en la literatura
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Parte de los resultados presentados en esta tesis han
sido publicados en revistas internacionales de alto
indice de impacto. A continuacion, se adjunta una

copia de cada una de las publicaciones.
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Abstract

Background: Different works have suggested that in
the hypertrophied heart the energy metabolic pathway
shifts to glycolysis. Our aim was to evaluate using
proteomics the expression of proteins associated with
different energetic metabolic pathways in
hypertrophied left ventricles of spontaneously
hypertensive rats (SHR). Methods: 24-weeks-old SHR
with stable hypertension and established left ventricle
hypertrophy were used. Normotensive Wistar Kyoto
rats were used as control. Proteins from left ventricles
were analyzed by 2-dimensional electrophoresis and
identified by comparison with a virtual rat heart
proteomic map and mass spectrometry. Results:
Enoyl-CoA hydratase expression, an enzyme involved
in fatty acid p-oxidation, was reduced whereas the
expression of other B-oxidation enzymes, 3-ketoacyl-
CoA thiolase and the mitochondrial precursor of acyl-
CoA thioester hydrolase, was increased in the
hypertrophied left ventricles. The expression of two
enzymes involved in the first steps of glycolysis,
fructose bisphosphate aldolase and triosephosphate

isomerase, was reduced in the left ventricle of SHR.
Pyruvate dehydrogenase expression, enzyme
involved in glucose oxidation, was enhanced in the
hypertrophied ventricles whereas proteins of the
tricarboxylic acid cycle were not modified. Proteins
involved in the mitochondrial oxidative phosphory-
lation were overexpressed whereas the a-subunit of
the mitochondrial precursor of ATP synthase was
downexpressed. Conclusions: Several proteins
involved in the main energy metabolic pathways were
up and downexpressed. Moreover, our results seem
to suggest that probably neither fatty acid p-oxidation
nor glycolysis are the only sources for energy in the
hypertrophied left ventricle.

Copyright © 2010 S. Karger AG, Basel

Introduction

Cardiac hypertrophy and more particularly left
ventricular hypertrophy have been considered as a useful
adaptive mechanism for the increased cardiac after load
in patients with hypertension [1]. Although left ventricular
hypertrophy is a leading cause of congestive heart failure,
the transition to failure is not completely understood, in
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Abstract

Background Heart produces ATP through long-chain
fatty acids beta oxidation.

Purpose To analyze whether in ventricular myocardium,
high-fat diet may modify the expression of proteins asso-
ciated with energy metabolism before myocardial function
was affected.

Methods Wistar Kyoto rats were divided into two groups:
(a) rats fed standard diet (control; n = 6) and (b) rats fed
high-fat diet (HFD; n = 6). Proteins from left ventricles
were analyzed by two-dimensional electrophoresis, mass
spectrometry and Western blotting.

Results Rats fed with HFD showed higher body weight,
insulin, glucose, leptin and total cholesterol plasma levels
as compared with those fed with standard diet. However,
myocardial functional parameters were not different
between them. The protein expression of 3-ketoacyl-CoA
thiolase, acyl-CoA hydrolase mitochondrial precursor and
enoyl-CoA hydratase, three long-chain fatty acid f-oxida-
tion-related enzymes, and carnitine-O-palmitoyltransferase
I was significantly higher in left ventricles from HFD rats.
Protein expression of triosephosphate isomerase was higher
in left ventricles from HFD rats than in those from control.
Two o/f-enolase isotypes and glyceraldehyde-3-phosphate
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isomerase were significantly increased in HFD rats as
compared with control. Pyruvate and lactate contents were
similar in HFD and control groups. Expression of proteins
associated with Krebs cycle and mitochondrial oxidative
phosphorylation was higher in HFD rats.

Conclusions Expression of proteins involved in left
ventricle metabolic energy was enhanced before myocar-
dial functionality was affected in rats fed with HFD. These
findings may probably indicate higher cardiac energy
requirement due to weight increase by HFD.

Keywords
Proteomics

Fat diet - Energy metabolism - Heart -

Introduction

Heart has high-ATP requirements that are produced using
long-chain fatty acid pf-oxidation as main metabolic
pathway [1]. However, dietary guidelines recommend a
high-carbohydrate/low-saturated-fat/low-cholesterol diet to
prevent heart disease [2]. Depressed left ventricular func-
tion and ventricle hypertrophy have been associated with
dietary lipid intake and elevated plasma insulin levels [3,
4]. In this regard, the expression of several proteins asso-
ciated with the main energy metabolic pathways was
reported changed in the rat left hypertrophied ventricle
compared to that in non-hypertrophied ventricles [5].

In both animals and humans, weight gain and insulin
resistance seem to alter cardiac metabolism [6]. In obesity,
lipid accumulation within the myocardium was observed,
and it was attributed to an imbalance between fatty acid
uptake and oxidation [7]. However, many studies do not
support that concept since in hearts with altered function-
ality related to obesity and insulin resistance, cardiac fatty
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