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I. Resumen

1. RESUMEN

INTRODUCCION

El exceso de aldosterona produce alteraciones cardiacas estructurales y
funcionales a través de diversos mecanismos, tales como determinados cambios en la
expresion de sus mediadores intracelulares y de transportadores idnicos. Un estudio
previo realizado por nuestro grupo de investigacion demostré los efectos
cardioprotectores de las proantocianidinas en ratas con hiperaldosteronismo. En dicho
estudio, el tratamiento con proantocianidinas disminuyé la expresion del SGK1, el
principal mediador intracelular de la aldosterona, sugiriéndose asi un posible efecto
antagonista del receptor de mineralocorticoides. Teniendo en cuenta que el SGK1
modula la accién de ciertos transportadores idnicos en el rifién y en el corazén en
respuesta a la aldosterona, y dados los efectos cardiacos de las proantocianidinas
mencionados anteriormente, se planted estudiar los posibles efectos de éstas sobre la
expresion de mediadores intracelulares implicados en el transporte idnico de sodio,
potasio y calcio en el corazén de ratas con hiperaldosteronismo producido por la

administracion crénica de aldosterona.

MATERIAL Y METODOS

Para realizar el estudio se utilizaron 32 ratas Wistar macho distribuidas en 4
grupos (n=8): CONTROL, ratas en condiciones normales; ALDO: ratas que recibieron

una inyeccion subcutanea diaria de 1,5 mg/kg/dia de aldosterona mas 1% NaCl en el

43



I. Resumen

agua de bebida; PROS80: ratas tratadas con un extracto de ardandano rojo al 80% de
rigueza en proantocianidinas (5mg/kg/dia de extracto el agua de bebida) y
ALDO+PRO80: ratas tratadas con aldosterona y proantocianidinas a las dosis
mencionadas. El periodo experimental fue de 21 dias, al final del cual se anestesio a los
animales y se cateterizo el ventriculo izquierdo para medir los siguientes parametros:
presion arterial sistdlica y diastdlica (PAS, PAD), frecuencia cardiaca (FC), presidon
sistélica maxima del ventriculo izquierdo (PSVI) y presién diastélica final del ventriculo
izquierdo (PDFVI). Tras sacrificar a los animales, se extrajeron los corazones y se valord
el grado de hipertrofia cardiaca calculando el peso relativo del corazén (PRC), y se
evalué el contenido cardiaco de colageno y de calcio por técnicas histoldgicas.
Asimismo, se determind la expresidén proteica mediante western blot de: marcadores
de fibrosis (CTGF), inflamacién (TNFa, CD68 e iNOS), oxidacién (subunidad p22phox de
la NADPH oxidasa), transportadores iénicos (aENaC, BENaC, yENaC ROMK, subunidad
al de la Na'/K" ATPasa, NHE1, NCX1, subunidad alC del Cavl.2,), y mediadores
implicados en la modulaciéon de los transportadores (SGK1, Nedd4-2 y pNedd4-2,
CaMKIll, oxCaMKIl y pCaMKIl). En estudios adicionales, se utilizaron cultivos de células
H9c2 procedentes de miocardio embrionario de rata que fueron estimuladas con
aldosterona (50nM), y se co-incubaron con proantocianidinas puras (10, 100 o
1000nM) o con el antagonista del receptor de mineralocorticoides, espironolactona
(10, 100 o 1000nM) durante 24 horas. En dichas células se valord la supervivencia
celular, la produccion de anidn superdxidoy la expresion proteica por western blot del

SGK1 y de la subunidad p22phox de la NADPH oxidasa.
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RESULTADOS

En el grupo ALDO, los niveles de PAS, PAD, PSVI y PDFVI aumentaron respecto al
grupo CONTROL (p<0,05) y disminuyeron en el grupo ALDO+PR0O80 en comparacion
con el grupo ALDO (p<0,05). De igual manera, el PRC, el contenido de colageno y la
expresion proteica del CTGF, CD68, TNFa, iNOS y p22phox en el corazén aumentaron
en el grupo ALDO respecto al grupo CONTROL (p<0,05), y disminuyeron en el grupo
ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO (p<0,05). Asi mismo, la expresion proteica del
SGK1, yENaC, Nedd4-2 y los niveles de pNedd4-2 y pNedd4-2/Nedd4-2 aumentaron en
el grupo ALDO comparado con el grupo CONTROL (p<0,05) y disminuyeron en el grupo
ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO (p<0,05). En el grupo ALDO aumentd la
expresion proteica del ROMK, NHE1, subunidad a1C del Ca,1.2 y NCX1 comparado con
el grupo CONTROL (p<0,05), disminuyendo todas éstas en el grupo ALDO+PRO80
respecto al grupo ALDO (p<0,05). Por el contrario, la expresion proteica de la
subunidad al de la Na'/K* ATPasa disminuyd en el grupo ALDO frente al grupo
CONTROL (p<0,05) y aumentd en el grupo ALDO+PR0O80 comparado con el grupo ALDO
(p<0,05). La administracion de aldosterona aumentd el contenido de calcio cardiaco,
asi como los niveles de pCaMKIl, oxCaMKIl, pCaMKIlI/CaMKIl y oxCaMKIl/CaMKII
respecto al grupo CONTROL (p<0,05), mientras que en el grupo ALDO+PROS80
disminuyeron respecto al grupo ALDO (p<0,05) a excepcion de oxCaMKIl y
oxCaMKII/CaMKII. En células H9c2, la estimulaciéon con aldosterona disminuyd la
supervivencia celular y aumento la produccion del anidn superdxido y la expresion del
SGK1 y p22phox respecto al grupo CONTROL (p<0,05). Las proantocianidinas a dosis de
100 y 1000nM previnieron los efectos producidos por la aldosterona de manera similar

a la espironolactona, en comparacion al grupo ALDO (p<0,05).
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CONCLUSIONES

El tratamiento con proantocianidinas (PRO80) previno los cambios inducidos por la
administracion de aldosterona sobre la expresion proteica de transportadores y
mediadores implicados en el transporte del sodio, potasio y calcio. Este efecto podria
estar relacionado con la mejora estructural y funcional observada en el grupo
ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO. Los resultados obtenidos en el presente trabajo
junto con los obtenidos anteriormente por nuestro grupo de investigacion apoyan que
el tratamiento con proantocianidinas podria estar ejerciendo sus efectos beneficiosos
a nivel cardiaco por medio del bloqueo del receptor de mineralocorticoides. Por ello
cabria proponer las proantocianidinas, ademas de sus efectos antioxidantes, como
alternativa terapéutica natural a los antagonistas del receptor de mineralocorticoides
clasicos para la prevencion y tratamiento de patologias relacionadas con el exceso de

aldosterona.
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2. SUMMARY

INTRODUCTION

Aldosterone excess produces structural and functional cardiac alterations through
several mechanisms, such as certain changes in the expression of its intracellular
cardiac mediators and proteins involved in ion transport. A previous study from our
research group demonstrated a cardioprotective effect of proanthocyanidins in rats
with  experimental hyperaldosteronism. In that study, treatment with
proanthocyanidins downregulated the cardiac expression of SGK1 which is considered
the main aldosterone intracellular mediator, suggesting a mineralocorticoid receptor
antagonism. Since SGK1 modulates several ion transporters in the kidney and in the
heart in response to aldosterone, and considering the mentioned beneficial effects of
proanthocyanidins, we aimed to study the possible effects of these compounds on
protein expression of intracellular mediators involved in sodium, potassium and
calcium transport in the heart of rats with hyperaldosteronism induced by chronic

administration of aldosterone.

METHODS

The study was conducted in 32 male Wistar rats, distributed in 4 groups (n=8):
CONTROL, rats under normal conditions; ALDO: rats receiving a daily subcutaneous
injection of 1,5 mg/kg/day of aldosterone plus 1% NaCl in the drinking water; PRO80:

rats treated with a red cranberry extract (80% w/w rich, 5 mg/kg/day of extract in the
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drinking water) and ALDO+PROS80: rats treated with aldosterone plus
proanthocyanidins at the doses indicated. At the end of the 21 days experimental
period, animals were anesthetized and left ventricle was catheterized through right
carotid artery to measure the following parameters: systolic and diastolic blood
pressure from carotid artery (SBP and DBP), heart rate (HR), left ventricle end diastolic
pressure (LVEDP) and left ventricle maximal systolic pressure (LVSP). After the sacrifice,
heart weight-to-body weight ratio (HW/BW) was calculated as the index of cardiac
hypertrophy. Histological cardiac samples were properly stained to measure collagen
and calcium content. Expression of the following markers was measured by western
blot: fibrosis (CTGF), inflammation (TNFa, CD68 e iNOS) and oxidative stress markers
(p22phox subunit of NADPH oxidase), ionic transporters (aENaC, BENaC, yENaC ROMK,
al subunit of Na'/K* ATPasa, NHE1, NCX1, alC subunit of Cav1.2), and mediators
involved in ion transport modulation (SGK1, Nedd4-2 y pNedd4-2, CaMKII, oxCaMKIl y
pCaMKIl). In additional experiments, cultured rat H9c2 embrionary cardiac cells were
stimulated with aldosterone (50nM) and co-incubated with proanthocyanidins (10,
100, 1000nM) or the mineralocorticoid receptor antagonist spironolactone (10, 100,
1000nM) for 24 hours (n=4). Cell viability, superoxide anion production and protein

expression by western blot of SGK1 and p22phox subunit of NADPHox were analyzed.

RESULTS

SBP, DBP, HR, LVEDP, LVSP and HW/BW increased in ALDO group compared with
CONTROL group (p<0,05) and decreased in ALDO+PRO80 group compared with ALDO

group (p<0,05). Similarly, cardiac collagen content and cardiac protein expression
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levels of CTGF, CD68 TNFa, iNOS and p22phox were higher in ALDO compared with
CONTROL group (p<0,05) and lower in ALDO+PRO80 compared with ALDO group
(p<0,05). In ALDO group, protein expression levels of SGK1, yENaC, Nedd4-2 and the
pNedd4-2/Nedd4-2 ratio increased compared with CONTROL group (p<0,05) and
decreased in ALDO+PRO80 compared with ALDO group (p<0,05). Additionally, protein
expression levels of ROMK, NHE1, alC-Ca,1.2 and NCX1, cardiac calcium content,
pCaMKII, oxCaMKIl levels, pCaMKIlI/CaMKIl and oxCaMKIl/CaMKIl ratios increased in
ALDO group compared with CONTROL group (p<0,05) and decreased in ALDO+PRO80
group compared with ALDO group (p<0,05) excepting oxCaMKIl and oxCaMKIl/CaMKII
ratio. Conversely, al-Na*/K* ATPasa protein levels where lower in ALDO group
compared with CONTROL group (p<0,05) and higher in ALDO+PRO80 group compared
with ALDO group (p<0,05). There were no changes in protein expression levels of
CaMKIl between groups. In H9c2 cells, aldosterone stimulation decreased cell viability
and enhanced superoxide anion production and protein expression levels of SGK1 and
p22phox compared to CONTROL group (p<0,05), while 100 and 1000nM

proanthocyanidins or spironolactone prevented all aldosterone-induced effects.

CONCLUSIONS

Treatment with proanthocyanidins (PRO80) prevented changes induced by
aldosterone in cardiac protein expression of transporters and mediators involved in
sodium, potassium and calcium ion transport. This effect could be related with the
cardiac structural and functional improvement observed in ALDO+PRO80 group

compared with ALDO group. The results obtained in the study, together with those
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previously found, further support the concept that proanthocyanidins could exert their
cardiac beneficial effects through MR antagonism. Consequently it could be proposed
that, proanthocyanidins, besides their antioxidant properties, could be considered as a
natural alternative therapeutical approach of classical MR antagonists for the

prevention and treatment of pathologies related with aldosterone excess.
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II. Introduccion

1. ALDOSTERONA

La aldosterona es una hormona esteroidea perteneciente a la familia de los
mineralocorticoides sintetizada en la glandula adrenal (Bollag, 2014). Las glandulas
adrenales se hallan situadas en los polos superiores del rifidn y en ellas se pueden
diferenciar dos zonas, una externa, denominada corteza, y una interna denominada

médula.

La corteza supone aproximadamente el 85-90% de la masa total de la glandula
adrenal y secreta los dos tipos principales de hormonas corticoides, los
mineralocorticoides y los glucocorticoides. Desde un punto de vista tanto anatdmico
como funcional, la corteza se divide en tres zonas: la zona mas externa o glomerular,
cuyas células estan distribuidas en masas irregulares ocupando el 15% de la corteza, y
sintetiza la aldosterona, que supone casi el 90% de toda la actividad
mineralocorticoide; la zona fascicular o intermedia, cuyas células estan dispuestas en
forma radial, sintetiza fundamentalmente el cortisol y representa el 75% de la corteza,
y por ultimo, la zona mas interna y préxima a la médula, la reticular, cuyas células
forman una red irregular y sintetiza andrégenos y cortisol, aunque en menos cantidad
que el secretado por la zona fascicular (Kay y Kim, 2015). La médula, que ocupa el 10-
15% central de la glandula, se relaciona desde el punto de vista funcional con el
sistema nervioso simpatico (SNS); secreta sus hormonas adrenalina y noradrenalina en
respuesta a la estimulacién simpatica. A su vez, estas hormonas provocan casi los
mismos efectos que la estimulacién directa de los nervios simpaticos en todas las

regiones del cuerpo (Kay y Kim, 2015).
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1.1 Biosintesis de la aldosterona

La aldosterona se sintetiza a partir de colesterol transportado en lipoproteinas de
baja densidad (LDL), cuya captacién en la glandula adrenal estd estimulada por la
hormona adrenocorticotropa (ACTH). Las células corticoadrenales tienen en su
membrana plasmatica receptores especificos para las LDL. La uniéon de ambos induce la
endocitosis y como consecuencia la internalizacidon a la célula de las LDL y de los
ésteres de colesterol que van unidos a ellas. Las LDL son degradadas por proteasas y
los ésteres de colesterol son transformados en colesterol libre. El colesterol se
esterifica de nuevo y se almacena en el citoplasma en las vacuolas lipidicas. El
almacenamiento de colesterol en las gotas lipidicas depende de la actividad de dos
enzimas, la colesterol-éster-sintetasa y la colesterol esterasa. La estimulacién con
ACTH aumenta la actividad colesterol esterasa inhibiendo la esterificacion de
colesterol, lo que hace que aumente el colesterol libre disponible para la biosintesis de

hormonas (Bollag, 2014).

El primer paso, comun en la sintesis de todas las hormonas esteroideas, es la
conversidon del colesterol en pregnenolona catalizado por la enzima mitocondrial
CYP11A1, que se encuentra en la membrana interna de la mitocondria. La enzima
CYP11A1 posee un mecanismo de accién muy lento por lo que la unién del colesterol al
sitio activo es la reaccion limitante en la sintesis de la aldosterona. Un vez que se ha
producido la conversion del colesterol a pregnenolona, ésta se convierte, en el reticulo

endoplasmico mitocondrial, a progesterona y ésta a 11-deoxicorticosterona,
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reacciones en las que intervienen las enzimas 3-B-hidroxiesteroide-dehidrogenasa-A’
A*isomerasa y la 21-hidroxilasa, respectivamente. El Gltimo paso de la ruta de la
sintesis de la aldosterona estd catalizado por la enzima aldosterona sintasa (CYP11B2),
gue posee tres actividades: 11-B-hidroxilasa, 18-hidroxilasa y 18-oxidasa. Dicha enzima
cataliza la conversion de 11-deoxicorticosterona a corticosterona y de ésta a

aldosterona (figura 1) (Bollag, 2014; Williams, 2005).

CYP11A1
Pregnenolona

3-B-hidroxiesteroide-
dehidrogenasa- OH

AS-A%-isomerasa

Progesterona

l 21-hidroxilasa

1 1-Deoxicorticosterona

l CYP11B2
(aldosterona sintasa)

Corticosterona ——> QAR 0] 1 33{0]\ V2N

Figura 1. Sintesis de aldosterona a partir del colesterol y enzimas implicadas.

En 1998, se demostré la existencia de un sistema de produccién enddgena de
aldosterona en el corazén, indicdndose lo siguiente: 1) la aldosterona sintasa se
expresa en el corazén de rata a unos niveles aproximadamente 500 veces menores que
en las glandulas adrenales; 2) la concentracién cardiaca de la aldosterona en ratas es
16 nM, 17 veces superior a la plasmatica; 3) la produccion cardiaca de aldosterona esta
regulada por los mismos estimulos que en las glandulas adrenales (potasio vy
angiotensina Il (All)) aunque; 4) estan reguladas de forma independiente entre si,
como sugiere el hecho de que los cambios en los niveles de aldosterona cardiacos no
estaban relacionados directamente con los niveles plasmaticos de aldosterona

(Silvestre et al., 1998).
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Ademas, se ha demostrado que los cardiomiocitos expresan el receptor de la
aldosterona (Bolten y Heron, 2006; Funder, 2001; Lombes et al., 1992; Yasuoka et al.,
2013). El hecho de que el miocardio sintetice aldosterona y exprese su receptor, ha
sugerido la existencia de un sistema de sefializaciéon autocrina o paracrina de esta
hormona a nivel cardiaco (Horky, 2011; Jaisser y Farman, 2016; Lijnen y Petrov, 2000;

Lother et al., 2015; Richardson et al., 2016; Shimoni et al., 2008; White, 2003).

1.2 Mecanismo de accion de la aldosterona

Al igual que otras hormonas esteroideas, la aldosterona se une a su receptor en el
citoplasma de la célula diana, el receptor de mineralocorticoides (RM). El RM vy el
receptor de glucocorticoides, pertenecen a una amplia familia de receptores
hormonales intracelulares que comparten una estructura general comun (mas del 90%
de homologia), pero una baja selectividad por el ligando. Asi, el RM puede unirse tanto
al glucocorticoide cortisol, como al mineralocorticoide aldosterona, ya que tiene
similar afinidad para ambos (Fuller, 2015; Funder, 2009). Sin embargo, y a pesar de que
los niveles circulantes de cortisol son de 100 a 1000 veces superiores a los de
aldosterona (Funder, 2009), en los tejidos diana de ésta, el cortisol es transformado
por la enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (11B-HSD2) en cortisona, un
metabolito inactivo (Fuller, 2015). De esta manera, la 11-BHSD2 evita que el cortisol se
una al RM, favoreciendo asi la unién del mismo Unicamente con la aldosterona,

aportando asi especificidad del ligando por el receptor a nivel de tejido.
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En ausencia de ligando, el RM se localiza en el citoplasma asociado a proteinas
chaperonas tales como proteinas de choque térmico, hsp90 (Binart et al., 1995; Gekle
et al., 2014) y hsp70, proteinas p23 y p48, inmunofilina FKBP-59 y ciclofilina CYP40
(Bruner et al., 1997; Galigniana et al., 2010). La unién del RM a la aldosterona induce
un cambio conformacional en el receptor que provoca la disociaciéon de las citadas
proteinas, la homodimerizacién del complejo y su translocacion al nucleo celular
(Kiilerich et al., 2015; Yang y Young, 2009). Una vez alli se produce el anclaje a los
elementos de respuesta hormonal situados en la region reguladora del promotor de
los genes diana, activando la transcripciéon de genes y la consecuente sintesis de
proteinas implicadas en el transporte idnico y su regulacién (Kiilerich et al., 2015; Yang

y Young, 2009)

1.3 Acciones de la aldosterona

La aldosterona, ejerce sus acciones a través de mecanismos gendmicos y no
gendmicos (Ashton et al., 2015). Las acciones gendmicas dependen de la unién de la
aldosterona con el RM. Cuando la aldosterona se une al RM en la célula diana, se
forma un complejo activo que modula la sintesis del ARNm de ciertas proteinas que
median el transporte idnico. Debido a que las acciones gendmicas requieren la sintesis
de nuevas proteinas, su desarrollo es lento (de 60 a 90 minutos) (Ashton et al., 2015).
Por otro lado, las acciones no gendmicas no necesitan la transcripcidon de un gen, ni
por tanto la sintesis de nuevas proteinas, actuando a través de la activacion de vias de

sefializacion intracelular y de sistemas de segundos mensajeros; por tanto, tienen lugar
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de manera rdpida, en segundos o pocos minutos (Ashton et al., 2015; Dooley et al.,

2012).

1.3.1 Acciones gendmicas de la aldosterona

El mecanismo cldsico de accidon gendmica de la aldosterona implica la sintesis de
proteinas mediadoras y efectoras involucradas en el manejo i6nico a través de la
activacion del RM; un mecanismo ampliamente estudiado a nivel renal (Alvarez de la
Rosa et al., 2006; Bhandari, 2012; Brem et al., 2011; Namsolleck y Unger, 2014;
Poulsen et al., 2016; Quinn et al., 2014; Welling, 2013), que sin embargo no ha sido
investigado en profundidad en otros érganos diana de la aldosterona como el corazén
(Cannavo et al., 2016), donde el mantenimiento de la homeostasis idnica y su

regulaciéon son clave para su correcto funcionamiento.

Las proteinas mediadoras de las acciones de la aldosterona tienen una accion
estimulante sobre las proteinas efectoras, aumentando su actividad. Entre las
proteinas mas importantes mediadoras de las acciones gendmicas de la aldosterona,
se encuentra la quinasa regulada por suero y glucocorticoides tipo 1 (SGK1) (Martin-
Fernandez et al., 2014b), y entre las proteinas efectoras clasicas, destacan el canal
epitelial de sodio (ENaC) (Wagner et al., 2006), el canal de potasio medular exterior
renal (ROMK) y la bomba de sodio-potasio dependiente de ATP (Na*/K* ATPasa)

(Preston y Wilson, 2012; Rossier et al., 2015; Schrier et al., 2010).
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El mecanismo clasico de accidon gendmica de la aldosterona ha sido estudiado
fundamentalmente en el rifdn. La aldosterona induce la absorcion renal de sodio y la
excrecion de potasio, aumentando asi la concentracion de sodio en sangre o natremia
y disminuyendo la de potasio o potasemia (Preston y Wilson, 2012). En las células
epiteliales del tubulo contorneado distal (TCD) y las células principales del tubulo
colector cortical (TCC), el ENaC y el canal ROMK se sitian en la membrana apical,
mientras que la Na'/K" ATPasa se sitla en la membrana basolateral (figura 2). El
transporte idnico en dichas células comprende el movimiento de sodio desde el lumen
tubular hacia el interior de la célula a través del ENaC. A su vez, la Na'/K" ATPasa
permite la salida activa de sodio hacia el fluido intersticial y el torrente sanguineo, a la
vez que retira potasio del mismo, para introducirlo en la célula epitelial. Finalmente, el
canal ROMK facilita la salida pasiva de potasio hacia el lumen tubular (Preston y

Wilson, 2012) (figura 2).

Sin embargo, mas alla de la accidn clasica de la aldosterona a nivel renal, en los

ultimos anos se ha demostrado que, al igual que en el rifidn, la aldosterona también

induce la expresion del SGK1 en el corazén (Martin-Fernandez et al., 2014a).
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Figura 2. Principales efectores de la accidn gendmica de la aldosterona implicados en la absorcion de
sodio y la excrecién de potasio a nivel renal, en una célula epitelial principal del tubulo colector cortical.
ALDO, aldosterona; RM, receptor de mineralocorticoides; ENaC, canal epitelial de sodio; ROMK, canal de

potasio medular exterior renal; Na‘/K' ATPasa, bomba sodio-potasio dependiente de ATP.

1.3.1.1 Quinasa regulada por suero y glucocorticoides tipo 1, SGK1

El SGK fue identificado inicialmente como una enzima serina-treonina quinasa
inducida de manera rdpida por los glucocorticoides (Firestone et al., 2003). Se han
descrito tres isoformas (SGK1, SGK2 y SGK3) (Lang et al., 2006; Martin-Fernandez et al.,
2014b), compartiendo el SGK2 y el SGK3 el 80% de la secuencia de aminoacidos del
dominio catalitico del SGK1 (Kobayashi et al., 1999). En mamiferos, tanto SGK1 como
SGK3 se expresan en todos los tejidos (esta ultima en el estado embrionario
principalmente), mientras que la expresion del SGK2 es mas abundante en tejidos

epiteliales incluyendo rifidn, higado y pancreas (Lang et al., 2006).
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La expresion del SGK1 es dependiente de la activacion del RM, siendo una
proteina mediadora clave de las acciones de la aldosterona, ya que tiene la propiedad
de aumentar la actividad, mediante fosforilaciéon de proteinas muy importantes en el
manejo de sodio y potasio, como son los canales ENaC y ROMK, la bomba Na*/K*
ATPasa y el intercambiador de sodio-hidrégeno tipo 1 (NHE1) (Lang et al., 2006;

Martin-Fernandez et al., 2014b; Voelkl et al., 2013; Yoo et al., 2003).

En el rifidn, el SGK1 aumenta el numero de canales ENaC en la superficie de la
membrana citoplasmatica de las células epiteliales tubulares de manera indirecta, a
través de la inactivacion por fosforilacion en la serina 436 de la ubiquitina ligasa E3
precursor neuronal de células en desarrollo regulado a la baja 4-2 (Nedd4-2) (Lang et
al., 2014). El Nedd4-2 ubiquinita las subunidades del ENaC en la cara citosélica de cada
una de ellas en los llamados motivos PY (regiones estructurales ricas en prolina),
promoviendo su endocitosis y degradacién en el proteosoma (Kamynina y Staub, 2002;
Lang et al., 2014). Asi, el Nedd4-2 es un regulador negativo del ENaC, ya que promueve
su degradacidn, mientras que el SGK1 ha demostrado ser un regulador positivo del
canal, ya que puede aumentar de manera directa su actividad mediante la fosforilacién
del canal, promoviendo ademds un aumento del nimero de canales en la membrana,
activando la transcripcién de sus genes (aunque aun no se ha descubierto mediante
gué mecanismo), y de manera indirecta desactivando al Nedd4-2 por fosforilacién
(figura 3) (Boyd y Naray-Fejes-Toth, 2005; Konstas et al., 2002; Lang et al., 2006; Lang

et al., 2014).
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Figura 3. Regulacion del ENaC mediante el factor SGK1 y la ubiquitina ligasa Nedd4-2 en una célula
epitelial principal del tubulo colector cortical. ALDO, aldosterona; RM, receptor de mineralocorticoides;
SGK1, quinasa regulada por suero y glucocorticoides tipo 1; Nedd4-2, ubiquitina ligasa E3 precursor

neuronal de células en desarrollo regulado a la baja 4-2; ENaC, canal epitelial de sodio; P, fosforilacion;

?, factores desconocidos.

Se ha demostrado que la aldosterona induce la expresién del SGK1 no solo en el
rifidn (tejido donde ha sido estudiada principalmente), sino también en el corazén
(Martin-Fernandez et al., 2014a; Martin-Fernandez et al., 2014b). Este hecho ha sido
relacionado con las alteraciones cardiacas producidas por el exceso de aldosterona,
entre las que se incluye el desajuste en la homeostasis idnica cardiaca (Martin-
Fernandez et al., 2009; Martin-Fernandez et al., 2014b); un proceso en el cual estaria

implicado el SGK1 dada su importante accion reguladora sobre los canales idnicos.
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1.3.1.2 Canal epitelial de sodio, ENaC

El ENaC es el canal mas importante implicado en la reabsorcion de sodio en el
rifidn (Pearce et al., 2015). Estructuralmente estd formado por un complejo proteico
heteromultimérico compuesto por tres subunidades homdlogas, llamadas alfa
(aENaC), beta (BENaC) y gamma (YENaC), que estd intercalado en la membrana celular
(Rossier, 2014). La subunidad a es critica para la funcionalidad del canal, mientras que
las subunidades B y y estabilizan el complejo proteico, aumentando su actividad

(Shehata, 2010).

La expresidn basal del ENaC es particularmente alta en el rifién, pulmén y colon,
tejidos donde ha sido estudiado tradicionalmente, sin embargo, también se ha
demostrado su expresion en tejidos no epiteliales (Brouard et al., 1999; Shakibaei y
Mobasheri, 2003). La aldosterona, una vez unida al RM, activa directamente la
transcripcion de una u otra subunidad dependiendo del tejido diana; asi por ejemplo,
en el rifidn, la subunidad que mas aumenta su expresidon mediante este mecanismo, es
la a (Masilamani et al., 1999) (figura 3), mientras que en el colon distal, la aldosterona
induce una mayor expresion de las subunidades B y y (Garty, 2000). Ademas, la
aldosterona, a través del aumento de la expresién del SGK1, estimula la actividad de la
subunidad a por medio de fosforilacion dependiente del SGK1, y adicionalmente,
activa la expresiéon de la subunidad a y B mediante un mecanismo de transcripcién que
estaria regulado por el SGK1 y que aun no ha sido caracterizado completamente (Boyd

y Naray-Fejes-Toth, 2005; Lang et al., 2006).
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1.3.1.3 Canal de potasio medular exterior renal, ROMK

En las células epiteliales del TCC (también denominadas células principales), la
salida de potasio hacia el lumen tubular se produce por medio de la proteina integral
de membrana ROMK (Welling y Ho, 2009) (figura 2). El ROMK es considerado el canal
mas importante implicado en la excrecidon renal de potasio (Palmer, 2015) y su
expresion esta estimulada, entre otros factores, por la aldosterona (Beesley et al.,
1998; Lang et al., 2006). Ademas de en el rindn, el ROMK se expresa también en el
corazon, tanto en las auriculas como en los ventriculos, asi como en el musculo
esquelético, pancreas, pulmon, placenta, cerebelo, glia, retina y cerebro (Spector et al.,
2008). Asi mismo, y al igual que sucede con el ENaC, el SGK1 también estimula la

actividad del canal ROMK por medio de fosforilacidon (Lang et al., 2006).

También llamado Kirl.1 (inwardly rectifying potassium channel member 1), el
canal ROMK, al igual que el resto de canales de la familia Kir estudiados
tradicionalmente en el corazén, solo permite la salida de potasio cuando la célula se
encuentra al final de la fase de repolarizacion o estd polarizada (en reposo),
permaneciendo cerrados durante la fase de despolarizaciéon y de meseta (Han et al.,
2010; Yang et al., 2012). De esta manera, los canales Kir cardiacos contribuyen a
recuperar y mantener el potencial de membrana de reposo (Dhamoon y Jalife, 2005;

Han et al., 2010; Yang et al., 2012).
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1.3.1.4 Bomba de sodio-potasio dependiente de ATP, Na*/K* ATPasa

La Na*/K" ATPasa es una proteina transmembrana heterodimérica compuesta por
dos subunidades a (funcidon catalitica) y dos subunidades B (estabilizan a las
subunidades a) que, mediante la hidrélisis de una molécula de ATP, intercambia 3
iones sodio, que son expulsados fuera de la célula, por 2 iones potasio, que son
introducidos en el citoplasma (Kaplan, 2002; Xie et al., 2013a) (figura 2). En el rifidn, la
bomba Na’/K' ATPasa estd implicada en la reabsorcién de sodio a lo largo de

practicamente toda la nefrona (Katz, 1982; Xie et al., 2013a).

Existen cuatro isoformas de la subunidad alfa (al-a4) y tres de la beta (B1-f3). A
diferencia del resto de subunidades alfa, la al estd presente en la mayoria de tejidos,
siendo su expresion especialmente elevada en el rifidn, cerebro y corazén (Li y
Langhans, 2015). A nivel renal, la aldosterona aumenta la expresidn de la subunidad al
de la Na'/K* ATPasa, incrementando asi la reabsorcion de sodio (Rossier et al., 2015;
Seok et al., 1999) estimulando ademas su actividad a través de fosforilacion por medio
del SGK1 (Lang et al., 2006). La aldosterona también induce la expresién in vitro de la
subunidad a1 de la Na*/K" ATPasa en cardiomiocitos aislados (Hegyvary, 1977; Ikeda et
al., 1991; Mihailidou et al., 1998; Suhail, 2010). En el corazdn, esta bomba idnica juega
un papel fundamental en la regulacion de las concentraciones de sodio y potasio en la
fase final del ciclo de contraccién-relajacién, contribuyendo asi al restablecimiento del

potencial de reposo (Cooper, 2002; Shattock et al., 2015).
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1.3.1.5 Intercambiador de sodio-hidrégeno tipo 1, NHE1

La familia de intercambiadores de sodio e hidrogeno NHE son un tipo de proteinas
transmembrana que estan involucradas en la homeostasis del sodio y la regulacion del
pH y del volumen celular intercambiando un ion sodio, que entra en la célula a la vez
que expulsa un protdn (Parker et al., 2015; Slepkov y Fliegel, 2002). Existen seis
isoformas del NHE numeradas de la 1 a la 6 (NHE1-NHEG6), siendo la expresion de las
isoformas de la 2 a la 6 localizada casi exclusivamente en las distintas secciones de la
nefrona, a diferencia de la isoforma 1 o NHE1, que es ubicua, siendo por tanto ésta la
Unica isoforma que se expresa a nivel cardiaco (Burckhardt et al., 2002; Odunewu-
Aderibigbe y Fliegel, 2014). Se ha demostrado que la expresion del NHE1 esta inducida,
entre otros factores, por la aldosterona mediante mecanismo gendémico y que el SGK1
aumenta su actividad mediante fosforilacion (Karmazyn et al., 2003; Pinto et al., 2008;

Zhang et al., 2009) (figura 4).

A diferencia del resto de isoformas encontradas en el rifién, el NHE1 no ejerce un
papel relevante en el manejo de sodio en este 6rgano (Burckhardt et al., 2002). La
funcion fisiologica de esta isoforma ha sido asociada al restablecimiento del pH celular
ante los cambios del mismo, protegiendo a las células del organismo frente a la

acidosis (Odunewu-Aderibigbe y Fliegel, 2014; Sundset et al., 2003).
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1.3.1.6 Canal de calcio dependiente de voltaje tipo L, Ca,1.2

Los canales de tipo L (canales de calcio de apertura lenta) se activan por
despolarizaciones intensas, mediando el flujo prolongado de calcio al interior de una
gran variedad de tipos celulares (Buset Rios et al., 2011). Suponen la principal via de
entrada de calcio en los cardiomiocitos tras su excitacidon, lo que aumenta la
concentracion intracelular del ion produciendo la contraccién del musculo cardiaco en
el denominado acoplamiento excitacién-contraccion (EC) (Tanaka y Shigenobu, 2005).
La aldosterona, mediante mecanismo de accién gendmico, estimula la expresion de la
subunidad alC del canal de calcio cardiaco dependiente de voltaje tipo L (Ca,1.2)
(Auguste et al., 2014; Martin-Fernandez et al., 2009) (figura 4). La subunidad alC es la
responsable de las principales caracteristicas de estos canales, ya que esta implicada
en la conductividad y selectividad idnica y en la sensibilidad de voltaje (Tiwari et al.,
2006). Dicho canal se encuentra intercalado en la membrana de células excitables,
como los cardiomiocitos y las neuronas (Yamakage y Namiki, 2002). Los canales de
calcio dependientes de voltaje median el flujo de calcio en respuesta a la
despolarizacién de la membrana y regulan procesos intracelulares tales como la
contraccion, neurotransmisién o expresion génica, en los que el ion calcio actia como

segundo mensajero (Buset Rios et al., 2011).
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1.3.2 Acciones no gendmicas de la aldosterona

Las acciones no gendmicas de la aldosterona son llevadas a cabo mediante
respuestas celulares rdpidas, en segundos o pocos minutos, que implican la activacién
de sistemas de segundos mensajeros y la seializacién intracelular mediada por
sistemas de quinasas. Por tanto, y a diferencia de las acciones gendmicas, son
independientes de transcripcién, es decir, no requieren la activacién de genes ni la
sintesis de nuevas proteinas, sin embargo, se sabe que existen efectos sinérgicos entre
las acciones gendmicas y no gendmicas (Dooley et al., 2012; Meinel et al., 2014). En las
acciones no gendémicas, estdn implicados receptores de membrana especificos para la
aldosterona diferentes al RM (Falkenstein et al., 2000; Gros et al., 2011; Grossmann et
al., 2005). Actualmente, los mas estudiados son el GPR30 (De Giusti et al., 2015) y el
GPER (Ferreira et al., 2015), ambos receptores acoplados a proteinas G. Las acciones
no gendmicas implican la formacion de mensajeros secundarios como el adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) vy, a través de la enzima fosfolipasa C (PLC), la formacién de
diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) (figura 4). Como consecuencia ante el
aumento de los mensajeros secundarios citados, se estimulan: la proteina quinasa A
(PKA) por el aumento de AMPc (Bollag, 2014; Good, 2007; Koppel et al., 2003), aunque
dicho efecto no gendmico de la aldosterona solo ha sido demostrado parcialmente; la
proteina quinasa C (PKC) (Bollag, 2014; Hermidorff et al., 2015; Thomas et al., 2007),
activada por el DAG; y un aumento en la concentracién de calcio intracelular mediado
por el IP3, que estimula al reticulo endoplasmatico para liberar calcio al citosol (Bollag,

2014; Estrada et al., 2000; Petzel et al., 1992; Wojczuk y Gniot-Szulzycka, 2004).

72



Il. Introduccion

En la siguiente figura (figura 4) se resumen en un esquema los efectos genémicos y

no gendmicos de la aldosterona:

Efectos Efectos
GENOMICOS NO GENOMICOS
Aldosterona Aldosterona
1 [
— R
Dependiente ( RM , Otros Independiente
de transcripcién receptores de transcripcion

DAG AMPc IP;

ENaC v v v ,
Na+*/K+ ATPasa > SGK1—>NHE1 Ca,1.2 pkc PKA 4[Ca2t];
ROMK

Figura 4. Efectos gendmicos y no gendmicos de la aldosterona implicados en la regulacién del transporte
ionico. RM, receptor de mineralocorticoides; ENaC, canal epitelial de sodio; Na‘/K* ATPasa, bomba de
sodio-potasio dependiente de ATP; ROMK, canal de potasio medular exterior renal; SGK1, quinasa
regulada por suero y glucocorticoides tipo 1; NHE1, intercambiador de sodio-hidrégeno tipo 1; Ca,1.2,
canal de calcio dependiente de voltaje tipo L; DAG, diacilglicerol; AMPc, adenosin monofosfato ciclico;
IP;, inositol trifosfato; PKC, proteina quinasa C; PKA, proteina quinasa A; [Caz+]i, concentracion
intracelular de calcio. En azul intenso, se sefialan proteinas implicadas en el transporte idnico; en rojo,

proteinas quinasas; en verde, mensajeros secundarios.
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1.4 Regulacion de la secrecion de la aldosterona

La secrecion de la aldosterona estd regulada por factores relacionados con el
control de la concentracién de sodio en el liquido extracelular y la volemia. Entre los
principales estimulos de la sintesis de la aldosterona se encuentran la All, la ACTH, la
disminucion de los niveles plasmaticos de sodio y el incremento de los niveles
plasmaticos de potasio (Bollag, 2014; Marney y Brown, 2007). Por otro lado, entre los
inhibidores mas importantes de la secrecién de la hormona, destaca el péptido

natriurético auricular (PNA) (Miura et al., 2015; Nakajima et al., 1987).

1.4.1 Angiotensina ll

La All es parte fundamental del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
(figura 5). Este sistema se activa como respuesta ante una bajada de la presién arterial
(PA) para restablecer los valores de presién mediante vasoconstriccion y aumento de
la volemia (Brewster y Perazella, 2004; Sparks et al., 2014). Ante una bajada en la
perfusidn renal, las células granulares del aparato yuxtaglomerular secretan renina al
torrente sanguineo. La renina cataliza la conversién del angiotensindgeno (producido
en el higado) en angiotensina I, que es a su vez transformada en All en el endotelio
pulmonar y renal por accién de la enzima convertidora de angiotensina (Rafikov et al.).
La All, mediante su unidon a los receptores AT1, estimula por un lado Ia
vasoconstriccidn y por otro la expresion de las enzimas CYP11A1 y aldosterona sintasa,

activando por tanto la sintesis de aldosterona al comienzo y al final de su ruta de

74



Il. Introduccion

sintesis (Funder, 2010; Sparks et al., 2014). También favorece la reabsorcién de sodio,
fundamentalmente, en el tubulo proximal y en el asa de Henle, al aumentar los canales
de sodio en la membrana apical, y estimular la bomba de sodio-potasio dependiente
de ATP en la membrana basolateral (Mamenko et al., 2012). Por ultimo, la aldosterona
se une al RM de las células epiteliales del TCD y de las células principales del TCC
favoreciendo la reabsorcidon de sodio y agua y la excrecidon de potasio (Brewster y
Perazella, 2004; Muto, 1995; Waanders et al., 2011). El aumento en la concentracién
de sodio plasmatico conlleva a su vez un aumento de la osmolaridad, lo que induce
una reabsorcién indirecta de agua hacia el plasma, aumentando la volemia y por tanto,

la PA (Brown, 1993; Sam y Feizi, 2012).

Descenso dela Aumento de la

presion arterial presion arterial

¥ p

Vasoconstriccion ~ Aumento de
la volemia

1

Reabsorcion de
Na*yH,O

1

Aldosterona

Figura 5. Sistema renina-angiotensina-aldosterona, érganos, enzimas y factores implicados. ECA, enzima

convertidora de angiotensina.
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1.4.2 Hormona adrenocorticotropa

La ACTH aumenta la sintesis de mineralocorticoides, incrementando la conversion
del colesterol a pregnenolona, efecto mediado por un aumento del AMPc (Funder,
2010; Sonoyama et al., 2014). La unién de la ACTH a su receptor de membrana
produce un aumento de los niveles de AMPc y la activacion de la PKA, activando el
paso de colesterol a pregnenolona. Al ser esta la reaccidn limitante, una vez que se ha
sintetizado la pregnenolona los pasos restantes pueden realizarse sin la intervencién
de la ACTH. Sin embargo, este estimulo es mucho menos potente que la estimulacién

por la All o por el K* (Funder, 2010).

1.4.3 Sodio

La aldosterona favorece la absorcion de sodio aumentando asi su concentracion
en el liquido extracelular, por lo que la disminucion de sus niveles plasmaticos estimula

la secrecion de la hormona (Funder, 2010).

Aunque la aldosterona es muy eficaz en la reabsorcion de sodio, cuando hay una
produccién excesiva de aldosterona o una hiper-secrecién, el aumento de la
reabsorcién y la disminucion en la excrecién de sodio en los rifiones son transitorios.
Tras 1-3 dias de retencidn de sodio y agua, el volumen del liquido extracelular aumenta
alrededor de un 10-15% y se produce un incremento simultdaneo de la PA. Cuando la
PA aumenta lo suficiente, los rifiones sufren el denominado fendmeno de “escape” de

modo que retienen menos sodio y agua, excretando por tanto, cantidades de sodio
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iguales a la ingestidn diaria, a pesar de la presencia continua de concentraciones altas
de aldosterona. La principal razén de escape es la natriuresis y diuresis por presion,

que aparecen cuando la presion arterial se eleva. (Prakash, 2005).

1.4.4 Potasio

El aumento de potasio en el liquido extracelular es el principal estimulo para la
secrecion de aldosterona (Bollag, 2014; Palmer y Frindt, 2000). La aldosterona
favorece la secrecion de potasio por las células epiteliales de los tubulos renales a
través del canal ROMK, estimulando a su vez la secrecidon de aldosterona (Palmer y
Frindt, 2000; Yoo et al., 2003). Ademads de este efecto directo, el potasio también
modula la respuesta de la aldosterona a otros estimulos; por ejemplo, la deplecidn de

potasio reduce la respuesta de la aldosterona a la All (Funder, 2010).

El mecanismo de accién del potasio esta mediado también por los cambios en el
metabolismo de los fosfoinositoles. A diferencia de lo que ocurre con la All, el potasio
produce una despolarizacidn de la membrana celular, facilitando la entrada de calcio
extracelular al interior de la célula. Como resultado aumenta la sintesis de enzimas
implicadas en la sintesis de aldosterona, la aldosterona sintasa, y de las que

intervienen en los pasos iniciales de la sintesis, como la CYP11A1 (Bassett et al., 2004).
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1.4.5 Péptido natriurético auricular

El PNA se produce en respuesta a cambios en el volumen circulante de los
cardiomiocitos auriculares. Este factor disminuye la reabsorcién de sodio en el tdbulo
colector ya que inhiben la bomba sodio-potasio de la membrana basolateral y cierran

los canales de sodio de la membrana apical (Woodard y Rosado, 2008).

Asi mismo, el PNA inhibe tanto la secrecion de renina en el aparato
yuxtaglomerular como la secrecién de aldosterona por las células de la glomerulosa.
Esta inhibicion de la secrecion de aldosterona se produce en las primeras etapas de la
esteroidogénesis y en menor grado inhibiendo la conversiéon de corticosterona en
aldosterona (Chopra et al., 2013). Este péptido se sintetiza en, ademas de las células
cardiacas, en otras células del organismo, entre ellas las de la médula adrenal

(Woodard y Rosado, 2008).

1.5 Degradacion de la aldosterona

La aldosterona tiene una vida media corta, de 15 minutos, y se metaboliza
practicamente toda a su paso por el higado, donde, a través de reacciones que
modifican su estructura, pierde su actividad bioldgica. Dichas reacciones aumentan su
solubilidad en agua, lo que facilita su excrecién a través de la orina en forma de

aldosterona-18-glucoronato (Hassan-Ali y Witzgall, 1979).
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1.6 Hiperaldosteronismo

El hiperaldosteronismo es un trastorno metabdlico caracterizado por una
produccién y secrecion de aldosterona por parte de las glandulas adrenales, por
encima de los niveles normales (Foo et al., 2001; Schirpenbach y Reincke, 2007). Se
pueden distinguir dos tipos, el hiperaldosteronismo primario y el secundario (Vaidya et

al., 2000).

El hiperaldosteronismo primario, también Ilamado sindrome de Conn, es
frecuentemente consecuencia de un tumor en la zona glomerulosa que produce
niveles anormalmente altos de aldosterona. En otros casos existe una hiperplasia no
tumoral y benigna de células productoras de la hormona que se denomina
hiperaldosteronismo idiopatico o hiperplasia adrenal bilateral. Las consecuencias mas
importantes son la hipopotasemia, un ligero aumento del volumen extracelular y del
volumen sanguineo, un incremento de la concentracién plasmatica de sodio y en la
mayoria de los casos, hipertension (Foo et al., 2001; Piaditis et al., 2015; Schirpenbach

y Reincke, 2007).

El hiperaldosteronismo secundario cursa con un aumento de la concentracidn
plasmatica de aldosterona, secundaria a una sobreactivacién del SRAA, debido en
general a una mayor secrecidn de renina por encima de los niveles normales. Puede
producirse por la disminucién del flujo sanguineo renal debido al estrechamiento de

una o ambas arterias renales por nefroesclerosis o por una vasoconstricciéon renal
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intensa. También puede deberse a un tumor productor de renina (reninismo primario),
uso cronico de diuréticos, hipovolemia (vémitos o diarrea), sindrome de Bartter,

sindrome paraneoplasico o edemas (Foo et al., 2001; Vaidya et al., 2000).

1.7 Alteraciones cardiovasculares asociadas al exceso de

aldosterona

Se ha demostrado ampliamente que el exceso de aldosterona promueve el
desarrollo de diversas alteraciones fisiopatoldgicas estrechamente relacionados entre
si como el dafio renal (Brown, 2013), la disfuncién endotelial (Whaley-Connell et al.,
2010), la hipertensién (Samavat et al., 2011), el desajuste en la homeostasis idnica
cardiaca (Auguste et al., 2014; Bénitah et al., 2001; Martin-Fernandez et al., 2009;
Martin-Fernandez et al., 2014b) y la aparicién de arritmias (Reil et al., 2012), asi como
el desarrollo de hipertrofia cardiaca (HC) e insuficiencia cardiaca (IC) (Cannavo et al.,
2016; Quinkler et al., 2010; Struthers, 2004). Estos procesos son comunes también en

pacientes con hiperaldosteronismo (Piaditis et al., 2015; Vaidya et al., 2000).
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2. HIPERTROFIA CARDIACA

La HC se define como un aumento del grosor del musculo cardiaco de la pared
ventricular, surgido como respuesta adaptativa ante un incremento del estrés parietal
o tension mecanica sobre uno o los dos ventriculos (Di Lullo et al., 2015; Horstkotte et

al., 1993; Prisant, 2005).

Los factores que determinan el desarrollo de la HC pueden ser tanto
hemodindmicos como no hemodinamicos o neuro-humorales. Entre los factores
hemodinamicos se encuentran, la hipertensidn, un aumento en la precarga (o presion
sobre el ventriculo izquierdo justo antes de la contraccién, debida a un aumento en el
volumen ventricular al final de la relajacion o volumen telediastdlico), el estrés parietal
continuado y el endurecimiento de las arterias o arterioesclerosis (Di Lullo et al., 2015;
Frohlich, 1999; Opie et al., 2006). En cuanto a los factores no hemodinamicos,
destacan la hiperactividad simpatica, la sobreactivacion del SRAA y el aumento crénico
en la concentracion plasmatica de algunos factores de crecimiento, hormonas y

citoquinas (Di Lullo et al., 2015; Opie et al., 2006; Weber, 1994).

El exceso de aldosterona esta estrechamente relacionado con el desarrollo de HC.
A través de sus efectos a nivel renal, produce retencién de sodio y agua aumentando el
volumen plasmatico circulante. Como consecuencia ante una mayor volemia, aumenta
el volumen plasmatico bombeado, el retorno venoso y la PA. De esta manera, la

aldosterona contribuye al desarrollo de la HC a través de su efecto hemodinamico (Di
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Lullo et al., 2015; Holmer y Schunkert, 1996). Por otro lado, se ha demostrado que la
aldosterona es uno de los factores mediadores mas importantes en el desarrollo de
HC, independientemente de los niveles de PA y sus efectos a nivel renal (Diez, 2008;
Holmer y Schunkert, 1996; Okoshi et al., 2004), por lo que estaria promoviendo la HC
directamente en el miocardio. Esto se debe fundamentalmente al hecho de que los
cardiomiocitos sintetizan aldosterona y expresan el RM (Yasuoka et al., 2013; Jaisser y
Farman, 2016); siendo por tanto el corazén, un érgano diana mas de la aldosterona.
Ademas, se ha demostrado que ratones genéticamente modificados que no expresan
el RM en el corazén, estan protegidos frente al desarrollo de HC cuando se les
administra deoxicorticosterona (precursor de la aldosterona y agonista del RM)
(Bienvenu et al., 2015) lo que evidencia el papel de la aldosterona en la fisiopatologia

de la HC a través de su efecto directo sobre el corazon (Catena et al., 2015).

Como respuesta a los factores determinantes del desarrollo de HC, se originan
cambios en la estructura y composicion del miocardio que pasan de ser adaptativos a
ser patoldgicos, llamados en conjunto remodelado cardiaco (Cohn et al., 2000; Reddy y
Bernstein, 2015). En dicho remodelado se produce un aumento en el tamafio de los
cardiomiocitos junto con procesos de apoptosis, necrosis y fibrosis intersticial (Lips et
al., 2003; Reddy y Bernstein, 2015). Con el tiempo, el remodelado cardiaco, termina
por afectar a la funcidon cardiaca, favoreciendo la alteracién progresiva de la funcién
diastolica y sistdlica, pudiendo agravarse y evolucionar hacia IC, con el consecuente
aumento en la morbi-mortalidad (McMullen y Jennings, 2007; Reddy y Bernstein,

2015).
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La HC puede presentar diferentes patrones geométricos: concéntrico y excéntrico.
Cuando hay una sobrecarga mantenida de presidn en el ventriculo, la presion sistélica
es mayor y el miocardio responde con un incremento en el grosor de la pared del
ventriculo izquierdo, produciéndose la denominada hipertrofia concéntrica (Grossman
y Paulus, 2013). Este tipo de hipertrofia esta asociada al engrosamiento transversal de
los cardiomiocitos, debido a la inserciédn de nuevos sarcomeros en paralelo, junto con
el depdsito de coldgeno producido por los fibroblastos cardiacos (Lazzeroni et al.,
2016) (figura 6). Cuando la sobrecarga que se produce es de volumen, aumenta la
presion diastdlica (Grossman y Paulus, 2013) que con el tiempo, produce un
alargamiento de los cardiomiocitos debido a la insercién en serie de nuevos
sarcomeros. Esto da lugar a la llamada hipertrofia excéntrica, donde hay un

incremento del didmetro ventricular (Lazzeroni et al., 2016) (figura 6).

Engrosamiento __ Hipertrofia
de los cardiomiocitos CONCENTRICA

STOS )—> Coldgeno

Alargamiento _, @RL T EgUdiE)
de los cardiomiocitos EXCENTRICA

Figura 6. Patrones geométricos de hipertrofia cardiaca.
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Ante una sobrecarga hemodindmica, ya sea de presion o de volumen, el ventriculo
responde con un aumento de la masa muscular o hipertrofia, que tiende a mantener la
tension sistélica de la pared ventricular dentro de los limites normales (Lazzeroni et al.,
2016). Sin embargo, la HC no se acompafia del correspondiente aumento de la
densidad capilar, por lo que a partir de un determinado momento aparece un cierto
grado de isquemia, incluso en ausencia de enfermedad coronaria (Lazzeroni et al.,
2016; Yilmaz y Sechtem, 2014). Con el tiempo, esto conduce a una pérdida de unidades
contractiles y a un aumento de la fibrosis que deterioran ain mas la funcién cardiaca
(Kahan y Bergfeldt, 2005; Yilmaz y Sechtem, 2014). El ventriculo dilatado tiene la
desventaja de que debe desarrollar una tension mucho mayor que un ventriculo
normal y, por tanto, para realizar una misma cantidad de trabajo externo, consume

mas oxigeno que el corazén normal (Yilmaz y Sechtem, 2014).

2.1 Alteraciones estructurales

La HC va siempre acompafiada de una alteracién en la composicion y la estructura
del corazdn, reflejada en la hipertrofia de los cardiomiocitos y el acimulo de coldgeno

en la matriz extracelular (MEC) (Catena et al., 2015; Somanna et al., 2015).
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2.1.1 Hipertrofia de los cardiomiocitos

La hipertrofia de los cardiomiocitos se produce en respuesta a numerosos factores
como el estiramiento mecanico, factores neuro-humorales como la aldosterona
(Catena et al., 2015; Qin et al., 2003), la endotelina-1 (Fujioka et al., 2006; Rebic et al.,
2014; Suzuki et al., 1991) o la norepinefrina (Samson et al., 2015; Waspe et al., 1990),
y citoquinas como la cardiotrofina-1 (Lopez-Andres et al., 2011; Pennica et al., 1995;
Takahashi et al., 2005; Zhou et al., 2015). Estos factores activan numerosas vias
intracelulares entre las que destacan: las proteinas Ras, Raf y Rho, activadas por
proteinas G, quinasas dependientes de calcio-calmodulina (CaMK), la via de la
calcineurina, la fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K), las tirosinas quinasas Janus (JAK) y
los transductores de seifial y activadores de la transcripcion (STATs) (Honsho et al.,

2009; Lips et al., 2003; Somanna et al., 2015; Unsold et al., 2015; Yin et al., 2016).

La activacidn de estas vias intracelulares da lugar a cambios en la expresidn génica
de proteinas contractiles y al aumento de la sintesis proteica intracelular que estimula
la hipertrofia del cardiomiocito. De este modo, los cardiomiocitos incrementan su
tamafio formando nuevos sarcémeros. Sin embargo, los mecanismos que determinan
una insercion u otra no se conocen con exactitud. Probablemente, tanto los cambios
en la expresion génica como la activacion de ciertas vias intracelulares, determinen el
tipo de insercidén favoreciendo la unién de los sarcomeros en una u otra direccion
(Anversa et al., 1986; Calderone et al., 1995; Kahan y Bergfeldt, 2005; Lazzeroni et al.,

2016).
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2.1.2 Matriz extracelular y acumulacion de colageno

La MEC del corazén es una estructura continua con una arquitectura compleja,
compuesta por proteinas estructurales (principalmente colageno, elastina,
fibronectina y laminina) y proteinas no estructurales (como trombospondina,

tenascina, osteopontina y periostina, entre otras) (Rienks et al., 2014).

Las proteinas estructurales mas abundantes de la MEC cardiaca son el colageno
tipo 1 y el colageno tipo Il (Horn y Trafford, 2015; Weber et al., 1988). Las fibras tipo | y
[l son muy resistentes a las enzimas proteoliticas y pueden soportar mucha tensién. A
su vez, las fibras de colageno de la MEC estan entrecruzadas entre si. Estos
entrecruzamientos junto con la red formada por fibronectina, favorecen la insercion de
las fibras tipo | y Illl para la formacion de la red extracelular de coldageno (Horn y

Trafford, 2015) (Velling et al., 2002).

El aumento del contenido de colageno juega un papel determinante en el
desarrollo de HC (Brilla et al., 1990; Horn y Trafford, 2015; Travers et al., 2016). Como
consecuencia del remodelado cardiaco acontecido en la HC, se producen alteraciones
estructurales que desajustan el equilibrio entre la sintesis y la degradacion de las
moléculas de coldgeno tipo | y lll en el espacio intersticial y perivascular del miocardio
(Lopez Salazar et al., 2006). Se ha demostrado que existe una relacién estrecha entre la
HC y el contenido de coldgeno miocardico valorado mediante diagndstico histolégico

tanto en modelos animales como en pacientes con HC (Jiménez-Navarro et al., 2005).
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Uno de los factores que estimulan la sintesis de colageno cardiaco es la
aldosterona, siendo una de las caracteristicas principales de la HC producida por el
hiperaldosteronismo (Brilla et al., 1993; Brilla et al., 1990; Martin-Fernandez et al.,
2014b). La aldosterona estimula directamente la sintesis de coldgeno en el miocardio,
principalmente a través de la activacion de los fibroblastos cardiacos (Cohn y Colucci,
2006). Estos proliferan ante dicho estimulo y alteran su patrén de expresién génica
convirtiéndose en células tipo musculares lisas con capacidad contractil, llamadas mio-
fibroblastos (Lighthouse y Small, 2016). Los mio-fibroblastos secretan una gran
cantidad de proteinas de MEC como coldgeno tipo | y Ill, resultando en un aumento
desproporcionado de la cantidad de coldgeno intersticial y perivascular (Lighthouse y
Small, 2016). La proliferacién de los fibroblastos cardiacos estimulada por Ia
aldosterona puede ser bloqueada por los antagonistas del RM, como Ia
espironolactona, lo que corrobora el papel de la aldosterona en la activacién

patoldgica de los fibroblastos y su relacién con el desarrollo de HC (Xie et al., 2013b).

La red de colageno de la MEC es una estructura dindmica en la que interactdan
procesos tanto de sintesis como de degradacién en cuya regulacién participan diversas
proteinas. Estas proteinas son las denominadas metaloproteasas de matriz (MMPs),
una familia de endopeptidasas extracelulares que, una vez activadas, son capaces de
degradar completamente la MEC contribuyendo al desarrollo de la fibrosis y el
remodelado cardiaco (Castro y Tanus-Santos, 2013; Padmanabhan lyer et al., 2016). Se
ha comprobado que la aldosterona estimula la expresion de las MMPs tipo 2 y 9 tanto
in vitro como in vivo mediante la activacion del M y de la PKC, y la estimulacién de la

via de las MAPK/ERK, estando dicho mecanismo directamente relacionado con el
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remodelado cardiaco y el aumento de la fibrosis (Castro y Tanus-Santos, 2013; Martin-

Fernandez et al., 2014a; Somanna et al., 2015).

2.2 Alteraciones funcionales

2.2.1 Disfuncion sistdlica y diastdlica

La prolongacién mantenida en el tiempo de la HC, favorece la alteracion
progresiva de la funcién sistodlica y diastdlica del corazén, llegando a ser patoldgica si el
corazon no es capaz de satisfacer las demandas metabdlicas del organismo (Carreno et

al., 2006).

La disfuncidn sistdlica se produce por el deterioro de la capacidad contractil del
ventriculo izquierdo por efecto inotrépico negativo (Hobbs et al, 2002). Esta
condicionada por el desacoplamiento de los mecanismos de excitacidon y contraccién,
principalmente a cambios patoldgicos en los mecanismos de transduccion de sefiales,
lo que produce una disminucién de la fuerza contractil del miocardio. La reduccién en
la contractilidad produce una disminuciéon en la fraccién de eyeccién por un vaciado
ventricular incompleto, lo que lleva a un aumento compensatorio en el volumen de
llenado y en la presidn diastélica final, para mantener el gasto cardiaco. Sin embargo, a
la larga estos mecanismos compensatorios no son suficientes y el gasto cardiaco
disminuye (Cleland et al., 2005). En términos generales, la disfuncion sistdlica se

diagnostica cuando la fraccion de eyeccion es menor al 45% (Diller et al., 1999).
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La disfuncién diastélica comprende un comportamiento mecanico anormal del
ventriculo izquierdo debido a una disminucién en la distensibilidad y a una relajaciéon
incompleta, mas lenta de lo normal (Borlaug y Kass, 2006). En la disfuncién diastdlica
se eleva excesivamente la presién diastdlica final sin aumento en el volumen
diastdlico, por tanto, dicho efecto sobre la precarga es debido exclusivamente a la
rigidez o disminucién de la distensibilidad del ventriculo (Vasan y Levy, 2000).
Inicialmente, esta alteracidon puede cursar sin manifestaciones clinicas aparentes y sin
afectacién de la fraccién de eyeccidn, sin embargo, estd asociada con una gran

morbilidad (Mandinov et al., 2000).

.2.2.2 Insuficiencia cardiaca

La IC se define como la incapacidad del corazén para mantener una funcionalidad
adecuada que permita hacer frente a las demandas metabdlicas periféricas (Francis y
Tang, 2003). Cuando hay un aumento de las demandas metabdlicas de los tejidos
periféricos, el corazon se adapta mediante variaciones en la precarga, la postcarga y la
contractilidad para poder hacer frente a dichos requerimientos. Sin embargo, algunas
patologias producen un aumento continuado de la precarga o la postcarga, asi como el
deterioro en la distensibilidad o contractilidad ventricular, lo que termina con el
tiempo, en un descenso en la capacidad de la funcidén cardiaca y en la aparicion de la

IC.

89



II. Introduccion

En la IC se dan numerosas alteraciones relacionadas entre si, aunque las mas
caracteristicas son la fibrosis y el remodelado cardiaco; la disfuncién diastélica y
sistélica; las modificaciones en la concentracion de las hormonas circulantes
responsables de la vasoconstriccién; la retencién de liquidos y Na*; la disfuncidn
endotelial y la inflamacidén (Lazzeroni et al., 2016; Pazos-Lépez et al., 2011; Ter Maaten
et al., 2016). A su vez, el descenso del flujo sanguineo que se produce en la IC como
resultado de un menor gasto cardiaco estimula el aumento de la concentracién
plasmdtica de varias hormonas vasoactivas, principalmente catecolaminas,
angiotensina, aldosterona, vasopresina y endotelina (Parker y Thiessen, 2004; Ter
Maaten et al., 2016; Viquerat et al., 1985; Zannad, 1995). La accién de estas hormonas
consiste en mantener la presion de perfusion periférica, pero sus efectos, mantenidos
de manera crénica, pueden llegan a ser perjudiciales para la estructura y la funcién del
corazon, contribuyendo al empeoramiento de la IC (Francis y Tang, 2003; Heymes et

al., 2004; Ter Maaten et al., 2016).

La IC afecta aproximadamente al 1% de la poblacién mayor de 40 afios, doblandose
su prevalencia con cada década de edad y situdndose alrededor del 10% en los
mayores de 70 afios. Es la tercera causa de muerte cardiovascular y pese a las mejoras
en el tratamiento disponibles, sigue presentando una alta mortalidad y un mal
prondstico, con una supervivencia de alrededor del 50% en los cinco afios siguientes al

diagnéstico (Jimenez Navarro et al., 2006).
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La relacion entre la concentraciéon plasmatica de aldosterona y la mortalidad en
pacientes con IC fue demostrada en el estudio CONSENSUS (Cooperative North
Scandinavian Enalapril Survival Study) (1987). La alta prevalencia de la IC asociada con
el hiperaldosteronismo primario y secundario, avalan el papel del exceso de
aldosterona en el dafio cardiovascular y la importancia del bloqueo de sus acciones. En
el estudio RALES (Randomized Aldactone Evaluation Study), el antagonista del RM
espironolactona, junto con el tratamiento estdndar con inhibidores de la enzima
conversora de angiotensina (IECA), B bloqueantes, digoxina y diuréticos, demostré su
efecto favorable en el manejo clinico de la IC (Pitt et al., 1999). Después de un
seguimiento de 24 meses, el estudio RALES demostrd una reduccién de la mortalidad
en un 30%, tanto por progresién de la enfermedad como por muerte subita. Este
efecto fue adicional a los ya probados de los IECA y de los B bloqueantes, como
determinantes de la mejoria del prondstico de la IC. A su vez, el estudio EPHESUS
(Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival
Study), demostré en 6.632 pacientes con disfuncién sistélica tras infarto agudo de
miocardio (IAM), que el bloqueo temprano de la aldosterona con eplerenona, otro
antagonista del RM, acompafiada de la terapia convencional, disminuia, tras
seguimiento de 16 meses, un 15% la mortalidad global, un 17% la mortalidad
cardiovascular y un 21% la muerte subita (Hunt, 2005; Pitt et al., 2003). A los 30 dias,
se demostro que la eplerenona reducia la mortalidad por todas las causas en un 32% vy

el riesgo de muerte subita en un 37% (Pitt et al., 2005).
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2.3 Mecanismos y factores implicados en el desarrollo de la

hipertrofia cardiaca

2.3.1 Fibrosis miocardica

Inicialmente, la fibrosis forma parte de un proceso reparador que surge como
respuesta a la pérdida de tejido, siendo crucial para prevenir la destruccién de la
estructura tisular cardiaca frente a un dafio en la misma (Travers et al., 2016; Weber et
al., 1995). No obstante, una vez el proceso de fibrosis avanza, existe un reemplazo
progresivo de la arquitectura normal del tejido por lesiones fibréticas o cicatrizacion,
gue pueden llegar a comprometer la funcionalidad del érgano (Lazzeroni et al., 2016;
Leask et al., 2002). Por lo tanto, a la larga, la fibrosis puede considerarse como una
alteracion en el mecanismo normal de reparacién donde en lugar del reemplazo del
tejido afectado por células funcionales, se depositan proteinas fibrosas de relleno que
llevan a una pérdida de funcién en la zona afectada (Lazzeroni et al., 2016; Leask et al.,

2002).

En la fibrosis destaca el exceso en la produccion y la consecuente acumulacion de
proteinas de MEC llevada a cabo principalmente por los fibroblastos activados
(Krenning et al., 2010; Lighthouse y Small, 2016; Travers et al., 2016). En la HC, es muy
frecuente el desarrollo de una MEC desorganizada y especialmente fibrética (Travers

et al., 2016; Tyagi;, 1998) que causa un aumento en la rigidez tisular e induce cambios
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patoldgicos en la senalizacion molecular de los cardiomiocitos, lo que progresa
generalmente al desarrollo de IC (Krenning et al.,, 2010; Lazzeroni et al., 2016).
Ademads, el exceso de MEC desajusta el acoplamiento mecano-eléctrico de los
cardiomiocitos y aumenta el riesgo de arritmias (de Bakker et al., 1996; Pellman et al.,

2016).

En el proceso de fibrosis miocardica, aparte del aumento en la sintesis de proteinas
de MEC, también esta implicada una alteracién en la produccién y sefializacidon de
diversos factores de crecimiento (Lighthouse y Small, 2016). Los factores de
crecimiento son moléculas peptidicas que actian de manera local, aisladamente o en
combinacidn, promoviendo la sintesis de proteinas y la supervivencia celular a través
de la interaccién con receptores especificos de membrana y la activacidon de proto-
oncogenes (Bhattacharyya et al., 1994; Lighthouse y Small, 2016). Entre los diversos
factores de crecimiento descritos en la literatura, destacan por su capacidad de inducir
fibrosis cardiaca: el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF); el factor
de crecimiento para fibroblastos basico (FGFb); el factor-1 de crecimiento similar a la
insulina (IGF1); la endotelina tipo 1 (ET1); el factor de crecimiento transformante beta
(TGFB) y el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) (Krenning et al., 2010;

Leask, 2015).
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2.3.1.1 Factor de crecimiento de tejido conectivo, CTGF

El CTGF es producido y secretado en multitud de drganos como en el corazén,
cerebro, placenta, higado, pulmén, musculo, endotelio, rifidn y pancreas, siendo mas
abundante en el rifidn (Kubota y Takigawa, 2015; Oemar y Luscher, 1997). Las
funciones del CTGF comprenden la proliferacion y diferenciacion celular, la adhesion
celular, la angiogénesis y la sintesis de proteinas de MEC como la fibronectina y

diferentes tipos de coldgenos (Kubota y Takigawa, 2015; Oemar y Luscher, 1997).

El TGFP es el principal inductor del CTGF (Lee et al., 2015), pero también se ha
observado que otros factores como el estrés mecanico, la All y la aldosterona
estimulan la expresion del CTGF cardiaco (Lee et al., 2015; Martin-Fernandez et al.,
2014a). Por otro lado, se ha descrito que las especies reactivas de oxigeno (ROS)
aumentan su expresion (Liu et al., 2010; Park et al., 2001; Tsai et al., 2015) y por tanto,
los antioxidantes pueden bloquear dicho efecto en la produccidon del CTGF (Yu vy
Welge-Lussen, 2013). En las alteraciones cardiacas que cursan con una marcada
fibrosis intersticial, generalmente hay un aumento en la expresion del CTGF y por
tanto, en la produccién de proteinas de MEC (Daniels et al., 2009; Liu et al., 2010). La
sobreexpresién del CTGF estd mediada por una red compleja de interacciones
moleculares, donde participan las proteinas Smad, la PKC, y la via MAPK/ERK (Leask,

2015; Leask et al., 2003).
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2.3.2 Inflamacion miocardica

La respuesta inflamatoria estd mediada por las citoquinas. Las citoquinas son
péptidos de pequeiio tamafio que median la activacién, proliferacién y migracion
celular a través de la unidén a sus receptores de membrana. Entre otras funciones,
intervienen en los procesos de reparacidn tisular, sin embargo, la excesiva produccién
de citoquinas puede conducir a situaciones patolégicas. Dentro de este grupo de
mediadores de la inflamacién se incluyen: las interleuquinas (IL), los factores de
necrosis tumoral (TNF), los interferones (IFN) y los factores estimuladores de colonias
(Colombo et al., 2012; Masiha et al., 2013; Neri et al., 2015; Smeets et al., 2008; Van
der Meide y Schellekens, 1996). Las citoquinas se producen en multiples tipos celulares
como los cardiomiocitos, macréfagos, mastocitos, fibroblastos, hepatocitos,
adipocitos, células endoteliales y células de musculo liso vascular (CMLV) entre otros

(Colombo et al., 2012; Galkina y Ley, 2009; Neri et al., 2015).

La aldosterona esta asociada con un proceso inflamatorio donde las citoquinas
juegan un papel muy importante. Asi, en situaciones donde existe un exceso de
aldosterona, hay un aumento de linfocitos T activados y de macrdfagos. Estos tipos
celulares van a generar gran cantidad de citoquinas, siendo el TNFa, la IL6 o el IFNy las
mas representativas (Gilbert y Brown, 2010; Munoz-Durango et al., 2015). Numerosos
estudios relacionan la sobreactivacién del RM con el aumento en la expresidon de
citoquinas pro-inflamatorias y con el infiltrado y adhesidon de células del sistema
inmune, como los macréfagos, implicados también en el desarrollo de los procesos de
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fibrosis (Gilbert y Brown, 2010; Munoz-Durango et al., 2015). La aldosterona es un
potente activador del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NFkB), un importante factor de transcripcion pro-inflamatorio
(Johar et al., 2006). La activacion de NFkB por la aldosterona induce la produccién de
moléculas de adhesidn como la proteina quimio-atrayente de monocitos tipo 1 (MCP1)
y citoquinas pro-inflamatorias como IL6, entre otras (Gilbert y Brown, 2010; Pacurari et

al., 2014).

2.3.2.1 Cluster de diferenciacion 68, CD68

El CD68 es una glucoproteina que se expresa especificamente en la membrana
plasmatica de los macrofagos, siendo uno de los marcadores mds utilizados a la hora
de valorar la presencia de estas células del sistema inmune, fundamentales en el

proceso de inflamacion (Di Gregorio et al., 2005; Fink et al., 2014; Paulsen et al., 2013).

Se ha demostrado que un exceso de aldosterona estd relacionado con el desarrollo
de lesiones de origen inflamatorio en el miocardio hipertréfico, donde existe un
aumento en la infiltracion de macroéfagos en el tejido (Yoshida et al., 2005). Ademas,
los macréfagos son células efectoras indispensables en el proceso de remodelado y
fibrosis. Por un lado, suponen la principal fuente de muchos tipos de MMPs y por otro
lado, son células muy importantes en la produccién de TGFB y por tanto, activan a
través de éste, la expresion local de genes pro-fibréticos como el CTGF (Van Linthout et

al., 2014).
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2.3.2.2 Factor de necrosis tumoral alfa, TNFa

El TNFa es una citoquina que posee multiples efectos, como la activacion del factor
NFkB, formando parte de la respuesta inflamatoria (Parameswaran y Patial, 2010;
Warren et al., 1988). Se ha demostrado un incremento de la expresion cardiaca del
TNFa en situaciones patolédgicas como la HC, la disfuncidn del ventriculo izquierdo y el
edema pulmonar, donde se ha relacionado con un efecto inotrépico negativo y la
apoptosis de los cardiomiocitos (Madonna et al., 2014; Sun et al., 2007; Yokoyama et
al., 1997). Todo ello hace suponer que la sobreexpresion de esta citoquina en el
miocardio estd asociada a la infiltracion de macréfagos y estd contribuyendo al
remodelado cardiaco y la disfuncién progresiva del ventriculo izquierdo que tienen
lugar en la IC. Asi mismo, se ha comprobado que la elevacién de los niveles circulantes
del TNFa, junto con niveles altos de aldosterona en plasma, son caracteristicos en el

desarrollo de la IC (Deswal et al., 2001; Madonna et al., 2014; Pacurari et al., 2014).

2.3.2.3 Oxido nitrico sintasa inducible, iNOS

El 6xido nitrico (NO) participa en una amplia variedad de procesos, entre los que
destacan la vasodilatacién, el control de la presién sanguinea y la neurotransmision
(Zamora et al., 2000). Ademas, estd implicado en los mecanismos inmunes de dafio
tisular, actuando como mediador pro-inflamatorio y apoptdtico, fundamentalmente
por sus caracteristicas como radical libre (Moncada, 1999; Pham-Huy et al., 2008). El

NO es producido en las células por un grupo de enzimas conocidas como dxido nitrico
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sintasas (NOS), entre las cuales se encuentra la NOS inducible o iNOS. La iNOS es la
enzima responsable del papel del NO en los procesos inflamatorios, mientras que el
resto de NOS son consideradas protectoras o antiinflamatorias como la NOS endotelial
0 eNOS. En el corazén, la eNOS esta relacionada con el mantenimiento de la perfusiéon
coronaria y la regulacion de la contractilidad cardiaca (Kojda y Kottenberg, 1999;
Rafikov et al., 2011), mientras que la iNOS ha sido implicada en la inhibicion de Ila
contractilidad (Kojda y Kottenberg, 1999; Rafikov et al., 2011; Zaragoza et al., 1998).
Todas las NOS producen NO, sin embargo, el efecto es diferente segun el tipo de
enzima implicada debido a la cantidad de NO que son capaces de producir. Asi, en el
caso de la eNOS, la concentracion de NO liberado es del orden nanomolar, lo que esta
dentro del rango fisiolégico; sin embargo, en el caso de la iNOS, puede llegar a alcanzar
concentraciones micromolares, lo que esta asociado a procesos patolégicos, como la
disminucion en la sintesis de ATP y la inhibicién de los canales de calcio dependientes
de voltaje tipo L (Gonzalez-Cadavid y Rajfer, 2005; Hu et al., 1997; Kojda y Kottenberg,
1999; Soskic et al., 2011). Los cardiomiocitos expresan normalmente tanto la eNOS
como la iNOS, sin embargo, la expresion de la iINOS en este tipo celular estd asociada a
un proceso inflamatorio, ya que estd fuertemente estimulada por las citoquinas pro-
inflamatorias TNFa, IL6 e IFNy (Rastaldo et al., 2007) lo que acentua el papel de la
inflamacién, también en el desarrollo de efectos inotrépicos negativos por

sobreproduccién de NO.
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El papel de la aldosterona en la produccién de NO a través de la iNOS aun no esta
claro, existiendo datos contradictorios. Asi, algunos autores han observado in vitro que
la aldosterona es un factor inhibidor de la iNOS en los cardiomiocitos (Chun et al.,
2003), mientras que otros investigadores han demostrado un aumento de la expresion
de la iNOS cardiaca en modelos animales de HC (Somers et al., 2008). Asi mismo, se ha
demostrado que el bloqueo in vivo del RM disminuye la expresion de la iNOS cardiaca
en modelos de HC (Kobayashi et al, 2006) y en los rifiones de ratas con

hiperaldosteronismo (Martin-Fernandez et al., 2016).

2.3.3 Alteraciones ionicas en el miocardio

El desarrollo de HC viene acompaifado con frecuencia del desajuste en la
homeostasis idnica de sodio, potasio y calcio principalmente, viéndose alteradas las
corrientes iénicas necesarias para el correcto funcionamiento del ciclo de relajacidon-
contraccion, lo que contribuye a la disfunciéon ventricular y a la apariciéon de arritmias
(Menick et al., 2007; Mraiche et al., 2011). Dicho desajuste en la homeostasis idnica es
consecuencia de cambios en la expresién y actividad de proteinas clave en el
transporte idnico del cardiomiocito como el NHE1, el Ca,1.2, la bomba Na’/K" ATPasa y

el intercambiador de sodio-calcio tipo 1 (NCX1) (Frey et al., 2004; Grant, 2009).
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2.3.3.1 Intercambiador de sodio-calcio tipo 1, NCX1

El NCX1 es una proteina integral de membrana implicada en el restablecimiento de
la concentracién intracelular de calcio ([Ca *];) tras cada contraccidn. Transporta 3
iones sodio hacia el interior de la célula intercambidndolos por 1 ion calcio, que sale
fuera de ella. De esta manera, una vez se ha producido la contraccion, la célula expulsa
el exceso de calcio intracelular residual que no ha sido recaptado por el reticulo
endoplasmatico (Bers et al., 2003). Ademas, el NCX1 puede actuar en modo reverso,
expulsando sodio e introduciendo calcio, dependiendo del potencial de membrana y
las concentraciones intracelulares y extracelulares de sodio y de calcio. Asi, una [Ca **];
elevada favorece el modo normal y por tanto la salida de calcio y la entrada de sodio,
mientras que una alta concentracién de sodio intracelular ([Na‘];) favorece el modo
reverso, expulsando sodio a cambio de la entrada de calcio (Bers, Barry et al. 2003).
Esta propiedad hace del NCX1 una proteina fundamental en el mantenimiento de Ila
homeostasis idnica, pudiendo adaptar su modo de accidn segln las necesidades. En el
ciclo de contraccion-relajacién, el NCX1 expulsa exactamente la misma cantidad de
calcio que entra al cardiomiocito a través de los canales de calcio Ca,1.2; alrededor de
8 umol/L por citosol (Bers, 2001). Por lo tanto, pequefios cambios en la actividad del
NCX1 alteran significativamente la homeostasis del calcio (Bers, 2001; Menick et al.,

2007; Roos et al., 2007).
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Numerosas evidencias muestran un aumento en la expresién del NCX1 cardiaco en
diferentes modelos animales y en pacientes con HC (Hasenfuss et al., 1994; He et al.,
2015; Hobai y O'Rourke, 2001; Menick et al., 2007; Pogwizd et al., 1999). Dicha
sobreexpresidon podria tener un efecto en las corrientes de calcio que contribuyan a la
disfuncién diastdlica y aumenten el riesgo de arritmias (He et al., 2015; Menick et al.,
2007). Ademas, el hecho de que la homeostasis idnica esté alterada, afecta a la
actividad de enzimas muy importantes en la fisiologia cardiaca que regulan a su vez
proteinas transportadoras de iones y factores de transcripciéon, favoreciendo aiin mas
el desequilibrio idnico y sus consecuencias patoldgicas. Entre estas enzimas, destaca la

quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo 2 (CaMKiIl).

2.3.3.2 Quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo 2, CaMKII

La CaMKIl es una serina-treonina quinasa compuesta por doce monémeros, cada
uno de los cuales estan formados a su vez por tres dominios: catalitico, regulador y de
asociacién (figura 7). Esta quinasa esta implicada en la regulacién de la actividad de
numerosos canales idnicos y proteinas transportadoras de sodio, potasio y calcio
(como el Cay,1.2) por medio de fosforilacion, siendo clave en la electrofisiologia
cardiaca y el acoplamiento EC (Anderson et al., 1994, Cipolletta et al., 2015; Wagner et
al., 2006). La CaMKIl es extremadamente sensible a los cambios en la concentracion de
calcio, actuando como un sensor indirecto de la [Ca']; al unir |a proteina calmodulina
Unicamente cuando ésta ha unido a su vez Ca’* (formando calcio-calmodulina)

(Anderson et al., 2011). En condiciones de [Ca2+]i basal, la actividad de CaMKIl es
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practicamente nula ya que los dominios cataliticos permanecen auto-inhibidos por
union a los dominios reguladores del monédmero adyacente, permaneciendo plegados

unos sobre otros (Anderson et al., 2011).

MONOMERO
Dominio Dominio Dominio
catalitico regulador de asociacion
280281 286

Figura 7. Calcio-calmodulina quinasa tipo 2, CaMKIl. Esquema de la estructura formada por sus 12
mondmeros. Detalle de uno de los mondmeros, mostrando sus tres dominios y la posicidn relativa de los

residuos susceptibles a la oxidacion (280-281) y auto-fosforilacién (286).

La actividad de la CamKIl puede ser modificada por cambios en el equilibrio idnico
y redox celular (Erickson, 2014). Asi, por ejemplo, una [Ca®']; anormalmente alta,
sobreactiva a su vez a la calcio-calmodulina que permanece anclada mas tiempo y en
mas mondémeros a la CaMKIl, lo que promueve su auto-fosforilacion en el residuo
treonina 286 de los dominios reguladores (Erickson, 2014) (figura 7). Esta auto-
fosforilacion de la CaMKIl hace que la actividad de la misma aumente en gran medida
(Anderson et al., 2011; Erickson, 2014). Por otro lado, un ambiente celular pro-
oxidante sostenido promueve la oxidacién de las metioninas 280 y 281 del dominio
regulador, aumentando la actividad de la CaMKIl (Erickson et al., 2008; Luczak y
Anderson, 2014) (figura 7). Entre los factores que alteran la actividad de la CaMKII
mediante oxidacidon se encuentra la aldosterona, que promueve de esta manera la
sobreactivacion de la quinasa, resultando en un aumento de la apoptosis, la aparicién

de arritmias y la disfuncidn cardiaca (He et al., 2011; Velez Rueda et al., 2012).
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El aumento en la actividad de la CaMKII promovido por el incremento en la [Ca®'];

esta directamente relacionado con el desarrollo de HC e IC (Anderson et al., 2011). La
sobreactivacion de la CaMKIl promueve a su vez la activacion de diversos factores de
transcripcion que regulan la expresion de genes implicados en el desarrollo de la HC
mediante el denominado acoplamiento excitacion-transcripcion (ET) (Bers, 2011).
Estudios previos realizados en animales que sobreexpresaron CaMKIl en el corazén vy
desarrollaron HC demostraron que la inhibicion de la quinasa por medio de drogas,
péptidos o delecidn génica, frend el avance de la HC (Anderson et al., 2011; Cipolletta
et al., 2015). Adicionalmente, se ha observado que la CaMKIl estd aumentada en el
miocardio hipertrofiado de pacientes con esta patologia (Anderson et al., 2011;

Cipolletta et al., 2015).

2.3.4 Oxidacion miocardica

El proceso de oxidacién se produce por un aumento exacerbado de los mediadores
de oxidacién, que llevan al denominado estrés oxidativo. Existen numerosas evidencias
gue apuntan al estrés oxidativo como uno de los mecanismos mas importantes
acontecido durante el proceso de remodelado que da lugar al desarrollo de HC e IC

(Sawyer et al., 2002; Takimoto y Kass, 2007).
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2.3.4.1 Radicales libres

Quimicamente, la oxidacion se define como la pérdida de uno o mas electrones de
una molécula. Los radicales libres son especies quimicas que han perdido al menos un
electréon, dejando desapareado o libre, otro. El electrén desapareado tiene la
propiedad de ser extremadamente inestable y por tanto hace que la molécula sea muy
reactiva. Este electrén libre tiende a aparearse rapidamente con otro electron de
cualquier otra molécula para estabilizarse, alterando asi, la estructura y funcién de
dicha molécula (Pham-Huy et al., 2008). A pesar de su reducida vida media, estas
reacciones se producen frecuentemente en cadena, lo que supone una amplificacién

del dafio (Pham-Huy et al., 2008).

2.3.4.2 Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

En su gran mayoria, los radicales libres provienen del oxigeno, tomando la
denominacién genérica de especies reactivas de oxigeno o ROS por sus siglas en inglés.
El oxigeno molecular tiene dos electrones desapareados en los orbitales moleculares
mas externos, sin embargo, quimicamente es bastante estable. El oxigeno puede ser
reducido por cuatro transferencias sucesivas de un electron, dando lugar a los
radicales libres anidn superdxido (¢O,’) e hidroxilo, asi como a la especie no radical,
peroxido de hidrégeno (H,0,). Este proceso se denomina reduccidon univalente del

oxigeno (Bers, 2001) (figura 8).
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e- - e e- e
0, —» 0, — H,0, —» OH — H,0

2o:.64  6:0: H: 0 :0H - O:H H:0:H
Oxigeno Anion Peroxido de Radical Agua
Molecular Superdxido Hidr6geno Hidroxilo

Figura 8. Reduccion univalente del oxigeno.

Una de las ROS mas importantes por sus acciones bioldgicas es el NO. El NO es un
radical libre que a concentraciones elevadas (por ejemplo, en la sobreestimulacion de
la iNOS), estd implicado en procesos de dafio celular relacionados con la inflamacién.
Sin embargo, dicha accion patoldgica no puede ser atribuida exclusivamente a la
molécula de NO, ya que su capacidad reactiva es mucho menor que, por ejemplo, la de
*0, (Beckman y Koppenol, 1996). Sin embargo, el NO puede combinarse con el ¢0;
formando peroxinitrito (ONOQO™). Este compuesto, aunque no es un radical libre, es
mucho mas reactivo que el anién superdxido y que el NO por separado y ha sido
seflalado como el verdadero responsable de la accién perjudicial del exceso de NO
(Beckman y Koppenol, 1996). El peroxinitrito, por medio de reacciones oxidativas,
altera la estructura y por tanto la funcién de lipidos, ADN y proteinas, lo que lleva a
cambios patoldgicos en la sefializacién celular, agravando el dafio oxidativo y
produciendo necrosis y apoptosis. La generacion de peroxinitritos representa un
mecanismo patogénico crucial en condiciones como el IAM, la HC, la IC, el cancer y las

enfermedades neurodegenerativas (Pacher et al., 2007).
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A continuacion se describen brevemente las principales ROS que se encuentran en

los sistemas bioldgicos (tabla 1).

ESPECIES REACTIVAS

Radical superdxido

Radical hidroperoxilo
Radical hidroxilo

Oxido nitrico o monéxido
de nitrogeno

Radical alcoxilo

Radical peroxilo

ESPECIES REACTIVAS

Peroxido de hidrégeno

Peroxinitrito
Hidroperoxido
Acido hipocloroso

Ozono

FORMULA

.02-

HOO

‘OH

NO

RO’

ROO'

FORMULA

H,0,

ONOO

ROOH

HCIO

(0F}

RADICALES LIBRES

FORMACION

Reduccion de un electron del O, en
estado basal

Protonacién del radical superdxido

Reduccidon de un electrdn del peréxido
de hidrégeno y reduccion de 3
electrones del O, en estado basal

Reduccién de un electron del nitrito

Reduccién de un electron del
hidroperéxido

Oxidacion de un electrén del
hidroperéxido

ESPECIES NO RADICALES

FORMACION

Reduccién de 2 electrones del O, en
estado basal, seguida de protonacién
del i6n perdxido

Reaccion del NO con O,

Autooxidacion y oxigenacion con O, de
compuestos insaturados

Hidrdlisis del cloro molecular
Oxidacion de O, en estado basal con

oxigeno atdomico formado por fotolisis
del oxigeno molecular en estado basal

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno mas representativas de los sistemas bioldgicos.
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El estrés oxidativo se produce cuando el exceso de especies reactivas oxidantes
generado supera la capacidad celular de neutralizar este tipo de moléculas inestables y
altamente reactivas, por medio de los sistemas antioxidantes enddégenos. La
generaciéon de especies reactivas forma parte de procesos fisioldgicos, como por
ejemplo la fosforilacidon oxidativa, donde alrededor de un 2% del oxigeno empleado
por la mitocondria no es reducido completamente, y se escapa del sistema en forma
de «O, y H,0,, siendo ademas importante en el control redox normal de algunas rutas
de seiializacion molecular (Sawyer et al., 2002). Sin embargo, el exceso de especies
reactivas resulta en disfuncion celular, déficit energético, peroxidacion lipidica y
mutagénesis en el ADN, que pueden llevar a dafios irreversibles e incluso a la muerte

celular (Murdoch et al., 2006).

2.3.4.3 Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa, NADPHox

La NADPHox cataliza la reaccion de transferencia de un electrén desde el cofactor
NADPH hasta el oxigeno para generar 0, durante el proceso de defensa activa del
organismo frente a la infeccidon por bacterias y hongos (Montezano y Touyz, 2012).
Esta enzima también estd presente en diversos tipos celulares como el endotelio, las
plaquetas, los fibroblastos, los cardiomiocitos, las células mesangiales y el cuerpo
carotideo, siendo considerada actualmente como la principal fuente de ¢0O, en el
sistema cardiovascular (Jones et al., 1996; Meier et al., 1991; Montezano y Touyz,

2012; Seno et al., 2001).
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Cada NADPHox contiene una subunidad catalitica transmembrana denominada
gp91phox o Nox, existiendo 5 isoformas descritas (Nox 1-5), que son codificadas por
genes distintos (Lambeth, 2004). Cada subunidad Nox forma un heterodimero con la
subunidad transmembrana p22phox, constituyendo un nlcleo catalitico
heterodimérico (o citocromo b558) donde ocurre la transferencia de electrones del
NADPH al oxigeno resultando, como se ha indicado, en la formacién de ¢0O,. La
subunidad p22phox es importante ya que sin su participacion, la actividad de la
NADPHox se ve anulada (Sardina et al., 2010; Ushio-Fukai et al., 1996). La funcién
principal de esta subunidad es la de estabilizar la subunidad Nox y favorecer las
uniones entre la subunidad Nox y las subunidades citosdlicas p47phox y p67phox
(Dahan et al.,, 2002). Esta subunidad se expresa a bajos niveles en situaciones
fisiolégicas pero en condiciones fisiopatoldgicas como en la HTA, la arterioesclerosis, la
HC y la IC se produce un aumento de expresiéon inducido por factores tanto
hemodindmicos como humorales, jugando un papel fundamental en la generacién de
ROS asociado a enfermedad (Li et al., 2002). Por ejemplo, se ha demostrado que la
tension por estiramiento de la pared vascular es capaz de aumentar la expresion de la
p22phox (Birukov, 2009). Respecto a los factores humorales hay diversas sustancias
implicadas en el aumento de la expresién de esta subunidad como la All (Cediel et al.,
2003; Sardina et al., 2010) o la aldosterona, que activa su transcripciéon directamente

una vez unida al RM (Bayorh et al., 2011; Sun et al., 2002).
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3. ANTIOXIDANTES NATURALES

El exceso de especies reactivas produce una serie de cambios en la estructura y
propiedades quimicas de las distintas macromoléculas alterando su funcién, siendo
por tanto, altamente perjudiciales (Ahmad et al., 2013). A nivel celular, existe una
bateria de mecanismos de defensa para protegerse de la acciéon de dichas especies,
generalmente conocidos como enzimas antioxidantes. Dichas enzimas actuan evitando
la formacién de las ROS, neutralizandolas o facilitando la reparacion del dafio inducido.
Entre las mas importantes destacan la superdxido dismutasa tipo 1 (SOD1), que
constituye la primera linea de defensa enzimatica frente a la produccién de anién
superodxido, catalizando la dismutacién del superéxido en perdoxido de hidrégeno y
oxigeno molecular; la glutatién peroxidasa, que cataliza la reduccién del peréxido de
hidrégeno y los perdxidos orgdnicos a agua junto con la oxidacion del glutatién, y la
catalasa, que cataliza la descomposicién del peréxido de hidrégeno en agua (Ahmad et

al., 2013; Douiri et al., 2016).

Ademads de los sistemas antioxidantes endégenos, existen compuestos naturales
con un alto poder antioxidante que son aportados al organismo mediante la ingesta
de, sobre todo, vegetales y sus productos derivados. Entre los antioxidantes naturales
mas importantes destacan, tanto por su ubicuidad como por sus propiedades
beneficiosas, los polifenoles, un tipo de metabolito secundario de las plantas (Landete,

2012).
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3.1 Polifenoles

Los polifenoles son los compuestos bioactivos antioxidantes mas abundantes en la
dieta y se les han atribuido efectos beneficiosos frente al desarrollo de diversas
enfermedades asociadas al estrés oxidativo, como el cédncer y las enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas (Quinones et al., 2013; Scalbert et al., 2005),
por lo que han despertado un gran interés desde el punto de vista cientifico y

nutricional.

3.1.1 Estructura y propiedades quimicas del fenol

Las propiedades como antioxidantes de los polifenoles se deben a su estructura
quimica fundamental, el fenol (Flora, 2009). Este estd formado por un anillo de
benceno unido a un grupo hidroxilo (OH) (figura 9). El anillo de benceno esta
constituido por seis atomos de carbono unidos entre si mediante enlaces dobles y
simples alternos, configurandose en un plano. Sin embargo, los electrones de los
dobles enlaces del anillo de benceno no son estaticos, ya que pueden moverse
libremente alrededor de un enlace a otro: se dice que estan deslocalizados, y se
representan como un circulo dentro del esqueleto de carbono (figura 9). Esta
propiedad hace que dichos electrones puedan donarse con facilidad, pero a la vez,
sean estables debido al fendmeno de deslocalizacién electrénica (Beecher, 2003;

Teixeira et al., 2005).
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Figura 9. Estructura quimica del fenol.

Gracias a la deslocalizacidn electrénica del anillo de benceno y al grupo hidroxilo,
los polifenoles tienen una accién antioxidante potente, que se da mediante dos
mecanismos: reacciéon SET (single electron transfer) y reaccion HAT (hydrogen atom
transfer). En la reaccién SET, debido a la gran reactividad como donante de electrones
desde el anillo de benceno, los polifenoles ceden electrones a los radicales libres con
electrones desapareados. De esta manera, al haber ganado un electrdn, el radical libre
pasa a tener todos sus electrones apareados y se estabiliza, perdiendo su capacidad
reactiva. En la reaccidén HAT, los polifenoles ceden un dtomo de hidrégeno (esto es, un
electron con su protén) desde sus grupos hidroxilo, con lo cual el radical libre se
estabiliza de igual manera que en la reaccién SET, pero ganando un atomo de
hidréogeno (Choe y Min, 2006). Como resultado de ambas reacciones, el polifenol se
oxida formando a su vez un radical que, a diferencia de los radicales libres pro-
oxidantes y reactivos, son estables, debido fundamentalmente a que el electrén
desapareado queda deslocalizado gracias a la resonancia del anillo de benzeno (Choe

y Min, 2006; Hotta et al., 2002).
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3.1.2 Tipos de polifenoles

Se han descrito mas de 8.000 polifenoles distintos que pueden clasificarse en
diferentes grupos en funcién del nimero de grupos fendlicos que contienen y el tipo
de sustituyente unido a ellos. Las principales clases de polifenoles, por ser los mas
ampliamente distribuidos en los alimentos son: flavonoides, acidos fendlicos,
estilbenos y lignanos (Manach et al., 2004) (figura 10). Los polifenoles también pueden
aparecer en formas conjugadas con uno o mas restos de azucares unidos a grupos
hidroxilo o directamente al anillo aromatico, aunque también pueden encontrarse

asociados a otros compuestos (Manach y Donovan, 2004).

El tipo de polifenoles mas abundante en los vegetales son los flavonoides,
habiéndose identificado mas de 4.000 compuestos diferentes (Birt y Jeffery, 2013). Su
principal caracteristica estructural es la de poseer 2 anillos de benceno que estan
ligados entre si formando generalmente un heterociclo oxigenado (figura 10). En
funcién de sus caracteristicas estructurales, los flavonoides pueden dividirse en
isoflavonas, flavonas, flavonoles, flavanonas, antocianinas y flavanoles (Manach et al.,

2005) (figura 10).

A su vez, los flavanoles (también llamados flavan-3-oles) han destacado en los
ultimos anos debido a la relacién entre su consumo y una mejor salud cardiovascular
(Basu et al., 2010; Vogiatzoglou et al., 2014). Dentro del grupo de los flavanoles, se

distinguen dos clases: mondmeros, llamados antocianidinas (o catequinas, de manera
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genérica, al ser ésta la antocianidina mas abundante), y sus polimeros, denominados

proantocianidinas (figura 10).

‘ POLIFENOLES ‘
R, R3
) Yo
R, COOH 4 4
R3 R5

R O “ ANTOCIANIDINAS <> PROANTOCIANIDINAS
'OH

. Mondmeros (n=1) Oligomeéricas (n=1—4), OPCs
Poliméricas (n » 4), PPCs

Figura 10. Clasificacidn y estructura de los polifenoles. Tipos de flavonoides y estructura de los

flavanoles. OPCs, proantocianidinas oligoméricas; PPCs, proantocianidinas poliméricas.

3.2 Proantocianidinas

3.2.1 Clasificacion de las proantocianidinas

Las proantocianidinas son un tipo de flavanol polimérico constituido por unidades
de antocianidinas. Se clasifican a su vez en proantocianidinas oligoméricas u OPCs,

(dimeros, trimeros, tetrdmeros o pentameros de la correspondiente antocianidina), y
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proantocianidinas poliméricas o PPCs, también Ilamadas taninos condensados
(formados por seis o mds antocianidinas) (de la Iglesia et al., 2010). Las
proantocianidinas pueden presentar una estructura homogénea, constituida por
unidades de una unica antocianidina, o ser mixto; sin embargo, por ser las mas
comunes en todos los vegetales, destacan ampliamente las procianidinas, un tipo de
proantocianidina cuya unidad monomérica o antocianidina recibe el nombre de

catequina o epi-catequina, segun su isomeria (Prior y Gu, 2005) (figura 11).

R
OH
+
HO 0L o
-
OH
OH
Proantocianidina Antocianidina R FR
Procianidinas® (epi)catequina H OH
Prodelfinidinas® (epi)galocatequina 0OH OH
Propelargonidinas® (epi)afzelequina H OH

Figura 11. Estructura genérica de las antocianidinas y tipos mas comunes de proantocianidinas y sus
antocianidinas constitutivas, segun el sustituyente en R y R’. a, sélo formadas por unidades de

(epi)catequina; b, formadas por al menos una unidad diferente a (epi)catequina.

Dentro de las OPCs con mayor actividad bioldgica, destacan las proantocianidinas
diméricas. Estas pueden ser de tipo A o B, segln el tipo de unién entre los monémeros
de antocianidinas. En las de tipo B, las antocianidinas se encuentran unidas por el
enlace carbono-carbono C4-C6 o C4-C8, siendo éste ultimo el mas comun. En las de
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tipo A, ademas de encontrarse el anterior enlace, existe una unién adicional entre el
C2 y el hidroxilo del C7, principalmente (figura 12) (Hummer y Schreier, 2008). Las
proantocianidinas de tipo B se encuentran en muchas especies de plantas, como
semillas de uva, manzana, cacao, corteza de pino, etc., mientras que son escasas las
fuentes naturales en las que se han identificado proantocianidinas de tipo A. Las
proantocianidinas de tipo A son mas resistentes a la despolimerizacién que las de tipo
B, por lo que su accion biolégica como dimero es mas duradera (Gu et al., 2003). A su
vez, segun el tipo de isdbmeros constituyentes, las proantocianidinas tipo A se clasifican
en Al (epi-catequina-(2-O-7, 4-8)-catequina) y A2 (epi-catequina-(2-O-7, 4-8)-epi-
catequina), habiendo hasta ocho tipos distintos de proantocianidinas tipo B, siendo la
B1 (epi-catequina-(4-8)-catequina) y la B2 ((-)-epi-catequina-(4-8)-(-)-epi-catequina),

las mds representativas (Ou et al., 2012).

Proantocianidina Proantocianidina
tipo A tipo B

OH

0 O on
96
I.t\\ OH

Figura 12. Estructura representativa de las proantocianidinas segun el tipo de enlace, A o B.
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3.2.2 Efectos beneficiosos de las proantocianidinas

La capacidad de las proantocianidinas para disminuir el estrés oxidativo y la
inflamacion ha sido estudiada extensamente. Estudios in vitro e in vivo han mostrado
que estos polifenoles reducen la concentraciéon de ROS y la produccion de NO (Kruger
et al., 2014), teniendo una capacidad antioxidante superior a la vitamina Cy E (Joshi et
al., 2001). Este efecto viene acompafiado de un aumento en la actividad de enzimas
clave en la respuesta frente al estrés oxidativo, como son la SOD1 y la catalasa (Chiang
et al., 2006) teniendo ademas, un efecto inhibidor de enzimas pro-oxidantes como la
NADPHox (Alvarez et al., 2012). Asi mismo, las proantocianidinas han mostrado tener
un efecto inmuno-regulador, disminuyendo los niveles séricos del MCP1, asi como del

TNFa y la IL-10, en modelos de inflamacién crénica y de obesidad (Prior et al., 2009).

Se ha demostrado tanto en modelos animales como en humanos, que las
proantocianidinas ejercen multiples efectos beneficiosos mas alla de sus caracteristicas
como antioxidantes (comunes a todos los polifenoles), como por ejemplo, propiedades
anticancerigenas, antimicrobianas (como la inhibicién de la adhesion bacteriana al
tracto urinario), antivirales y neuroprotectoras (Bagchi et al., 2000; Foo et al., 2000; Lin
et al., 2002). Igualmente, numerosos estudios epidemioldgicos apuntan a que las
proantocianidinas tienen importantes efectos beneficiosos tanto en la prevencién
como en el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares (Bagchi et al., 2003). En
este sentido, a nivel vascular se ha demostrado que las proantocianidinas inhiben la

producciéon de mediadores pro-inflamatorios vy fibrdticos, tienen capacidad
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antitrombdtica, mejoran la vasodilatacion, previenen la disfuncién endotelial vy
disminuyen la PA (Cassidy et al., 2011; Kruger et al., 2014). Asi mismo, mejoran el perfil
lipidico y reducen el riesgo de aterosclerosis al disminuir los niveles de LDL y aumentar
los niveles de HDL, ademas de reducir la absorcidn lipidica intestinal y los niveles de

VLDL, tanto en humanos como en animales (Blade et al., 2010).

La suplementacion de extractos ricos en proantocianidinas han demostrado ser
beneficiosos en modelos de IAM, mejorando la funcién cardiaca, reduciendo el tamafio
de la zona infartada y disminuyendo la fibrilacién ventricular y taquicardia post-infarto
(Bagchi et al., 2003). En modelos animales de HC, dichos extractos mejoraron los
pardmetros hemodindmicos, disminuyeron la hipertrofia, la expresién de MMPs, el
remodelado cardiaco asi como la fibrosis y la apoptosis miocardica (Zuo et al., 2011).
Los datos recogidos en la literatura sugieren un papel cardioprotector de las
proantocianidinas que podria estar relacionado directamente con una menor

incidencia de enfermedad cardiovascular (Kruger et al., 2014).

3.2.3 Mecanismos de accion de las proantocianidinas

Varios estudios han demostrado que las proantocianidinas interaccionan con un
amplio espectro de dianas moleculares claves en el funcionamiento de la célula, que
explicarian los efectos beneficios comentados anteriormente. Entre dichas dianas,
destacan la modulacién de vias moleculares como la via MAPK/ERK; la actividad de

algunas quinasas, como la PKC; la activaciéon de factores de transcripcion como los
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PPARs o el Nrf2, implicados en el metabolismo de los acidos grasos y la respuesta
antioxidante respectivamente, o la inhibicion de factores relacionados con la
inflamacién croénica y la enfermedad cardiovascular, como el caso de NFkB (Fraga y
Oteiza, 2011; Williams et al., 2004). Ademas, las proantocianidinas tienen la capacidad
de modular la expresion de importantes genes implicados en la supervivencia celular,

como Bax, Bcl2, p53 y c-myc (Fraga y Oteiza, 2011; Williams et al., 2004).

Bloqueo del receptor de mineralocorticoides

Uno de los mecanismos de accién descritos para los efectos beneficiosos cardiacos

de las proantocianidinas es el bloqueo del RM.

En un estudio previo llevado a cabo por nuestro grupo de investigacion realizado
en un modelo de HC producido por aldosterona en ratas, se observd que el
tratamiento con un extracto rico en proantocianidinas procedente de la piel de
almendras mejoraba la funcion cardiaca y disminuia la expresion del SGK1 asi como la
expresion del RM en células estimuladas con aldosterona (Martin-Fernandez et al.,
2014a). Asi mismo, los efectos beneficiosos encontrados fueron comparables a los
obtenidos con el tratamiento con el antagonista del RM clasico, espironolactona.
Dichas evidencias sugieren que los efectos beneficiosos cardiacos podrian deberse a

una probable actuacién de las proantocianidinas como antagonista del RM.
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Ill. Justificacion, hipdtesis y objetivos

1. JUSTIFICACION

Numerosos estudios han demostrado que los niveles elevados de aldosterona
estan relacionados con el desarrollo de hipertensién arterial, hipertrofia e insuficiencia
cardiaca, promoviendo mecanismos como el estrés oxidativo, la inflamacion, la fibrosis
y el desequilibrio iénico. En el rifidn, la aldosterona activa el RM induciendo la
expresion del factor SGK1, de los transportadores de sodio y potasio, ENaC y ROMK, y
de la Na*/K'ATPasa, estimulando en consecuencia la reabsorcién renal de sodio y la
excrecion de potasio. Se ha demostrado que la aldosterona estimula la expresion
cardiaca del SGK1, sin embargo sus efectos sobre los transportadores idnicos cardiacos
demostrados a nivel renal no han sido estudiados en el corazén. Ademas, la activacién
del RM cardiaco por la aldosterona promueve cambios en la expresidn y/o actividad de
proteinas implicadas en el transporte de sodio y calcio como el NHE1, Ca,1.2, NCX1 y
CaMKIl, lo que estad relacionado con un equilibrio iénico desajustado. En estudios
previos se han descrito los efectos cardioprotectores de las proantocianidinas, sin
embargo los mecanismos moleculares implicados en sus efectos beneficiosos no son
bien conocidos. En un estudio previo realizado en ratas a las que se les administré
aldosterona, se propuso un posible papel de las proantocianidinas como antagonistas
del RM ya que éstas redujeron la expresidn cardiaca del SGK1 y la sobreexpresién del
RM en células estimuladas con aldosterona. Por ello, nos propusimos estudiar los
posibles efectos beneficiosos de las proantocianidinas sobre la expresiéon de
mediadores cardiacos implicados en el transporte de sodio, potasio y calcio en ratas a

las que se les administrd aldosterona.
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2. HIPOTESIS

Teniendo en cuenta que la activaciéon del RM cardiaco por la aldosterona induce la
expresion del SGK1 promoviendo el desequilibrio idnico en el corazén, y dado que las
proantocianidinas podrian tener un efecto antagonista del RM, nos planteamos las

siguientes hipotesis:

1. La aldosterona podria alterar la expresion de los principales mediadores

implicados en el transporte idnico en el corazén de la rata.

2. Las proantocianidinas podrian prevenir las alteraciones en la expresion de

dichos mediadores cardiacos en ratas a las que se les administre aldosterona.

3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de las proantocianidinas sobre la expresion de mediadores
cardiacos implicados en el transporte idnico y el consecuente desequilibrio idnico en el

corazon de ratas a las que se les administré aldosterona.

126



Ill. Justificacion, hipdtesis y objetivos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar las alteraciones cardiacas estructurales, funcionales y moleculares
(oxidacién, inflamacién y fibrosis) inducidas por la administracion de
aldosterona en ratas.

2. Estudiar el efecto de las proantocianidinas sobre las alteraciones cardiacas
estructurales, funcionales y moleculares mencionadas inducidas por la
aldosterona en ratas.

3. Estudiar la expresién de mediadores cardiacos implicados en el transporte de
sodio, potasio y calcio en ratas a las que se les administré aldosterona.

4. Estudiar el efecto de las proantocianidinas sobre la expresion de los
mediadores cardiacos mencionados en ratas a las que se les administrd
aldosterona.

5. Estudiar y comparar los efectos de la co-incubacién con proantocianidinas y

espironolactona en células cardiacas estimuladas con aldosterona.
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IV. Material y Métodos

1. MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL

El estudio se llevd a cabo en ratas macho Wistar (Harlan Ibérica, Barcelona, Espafia)
con un peso inicial medio de 250g. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a
las normas de la Universidad Complutense de Madrid y de la Unién Europea para el
tratamiento ético de los animales de experimentaciéon siguiendo el Real Decreto
53/2013. Los animales utilizados en el presente trabajo se mantuvieron en un ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas, bajo condiciones controladas de temperatura (entre 20 y
22°C), humedad (entre un 50 y un 60%) y con acceso libre a comida y agua. Se
utilizaron 32 animales divididos en 4 grupos experimentales (figura 13) con un N=8 por

grupo:

e Grupo control (CONTROL). Se utilizaron animales a los que se les administro,
mediante una inyeccién subcutdnea diaria, 0.1 mL de vehiculo (aceite de
girasol).

e Grupo aldosterona (ALDO). Los animales recibieron una dosis de
1500ug/Kg/dia de aldosterona (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) disuelta en
0.1mL de aceite de girasol, mediante inyeccién subcutanea, recibiendo ademas

NaCl al 1% en el agua de bebida.
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e Grupo proantocianidinas (PRO80). Las ratas de este grupo recibieron una dosis
de 5mg/Kg/dia de un extracto de arandano rojo americano (Natac Biotech,
Madrid, Espafia), disuelto en el agua de bebida. La composicién del extracto se

muestra a continuacion (tabla 2).

Proantocianidinas 80
Catequinas 6,4
Epicatequinas 4,3
Antocianinas 3,2
Acidos benzoicos 2,7
Acidos cindmicos 1,8
Maltodextrina 0,9
Pectinas 0,7

Tabla 2. Composicién de PRO80 y porcentaje de cada uno de sus compuestos

e Grupo aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PRO80). Los animales
recibieron una inyeccién subcutanea de aldosterona de 1500ug/Kg/dia junto
con NaCl al 1% y fueron tratados con el extracto de arandano rojo americano

(5mg/kg/dia) al 80% de riqueza en proantocianidinas, en el agua de bebida y de

manera concomitante.

El periodo de evolucién fue de 21 dias.

Ratas macho Wistar (250g, N=24, 8 ratas/grupo|
Periodo de evolucion = 21 dias

j?\' j?ll GRUPO PROS0
v o\/ 5mg,/Kg/dia de extracto con
_j? un 80% de proantocianidinas
| GRUPOALDO 7\ GRUPO ALDO+PROS0

v 1500pg/Kg/dia de aldosterona v 1500pg/Kg/dia de aldosterona
+NaCl 1% + NaCl 1% + Smg/Kg/dia de PROS0

Figura 13. Esquema del modelo experimental animal llevado a cabo.
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2. PRESION ARTERIAL Y HEMODINAMICA CARDIACA

2.1 Presion arterial indirecta

Al inicio del estudio, se determind la PAS mediante el método indirecto del
manguito o “tail-cuff” que consiste en la medida de la presion arterial en una arteria
periférica en la cola de los animales (arteria caudal) con un electro-esfigmomandémetro
(Grieger y Wolter, 1971) de manera que todos los grupos experimentales tuvieran la
misma presidn inicial media. El método consiste en colocar una goma hinchable
alrededor de la cola de la rata y un sensor que permite monitorizar las variaciones de
presién provocadas por cambios en el flujo sanguineo a través del mismo (NARCO Bio-
Systems, Houston, Texas, Estados Unidos). El sensor y la goma van conectados a una
unidad NIPREM 645 (Cibertec, Madrid, Espafia) que permite hinchar el manguito a
distintas intensidades. A su vez, la unidad estd conectada a un ordenador, donde, con
ayuda del programa informatico NIPREM (v1.5, Cibertec, Madrid, Espafia), se registran
y analizan las variaciones de la PAS. Se tomaron un minimo de 10 datos de PAS por

rata.

2.2 Hemodinamica cardiaca

Los animales se pesaron y anestesiaron mediante inyeccién intraperitoneal de
Imalgene 1000 (Ketamina 10%) 0.07mg/Kg y Valium (Diazepam) 1mL/Kg (Merial
Laboratorios, Madrid, Espafia). A continuacién se rasurd el cuello de las ratas, se
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desinfectd con alcohol y se realizé una incision vertical para exponer la cardtida
derecha. Una vez aislada la arteria, se le realizé un pequefio corte por el cual se
introdujo un catéter Sciense FT211B de 1.6F de diametro (SciSense, Londres, Ontario,
Canadd), acoplado a un sistema de adquisicion de datos PowerLab800 (ADInstruments,
Nueva Gales del Sur, Australia) conectado a un ordenador. Las sefiales fueron
monitorizadas durante 10 minutos a través del programa Chart (v4.2, ADInstruments,

Nueva Gales del Sur, Australia).

En primer lugar, se registré la PAS y la presién PAD de la carétida derecha y a
continuacion se introdujo el catéter avanzando a través de la arteria, hasta alcanzar el
interior del ventriculo izquierdo. Una vez alli, se dejé un tiempo de estabilizacion de 10
minutos. A continuacion, se comprobd la integridad de la valvula adrtica retirando el
catéter del ventriculo y registrando nuevamente la presiéon arterial. El registro de las

sefiales (figura 14) quedd almacenado para su posterior analisis.

PSVI 9{\
-\

1
/

-/ \

PDFVI

FE

N

Figura 14. Registro representativo de la cateterizacion del ventriculo izquierdo. En rojo, se representan
las presiones intraventriculares en mmHg y en azul la frecuencia cardiaca en latidos por minuto (lpm).
PSVI: presidn sistélica del ventriculo izquierdo; PDFVI: presion diastdlica final del ventriculo izquierdo;

FC: frecuencia cardiaca.
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Se valoraron los siguientes parametros:

e PAS (mmHg)

e PAD (mmHg)

e Frecuencia cardiaca, FC (Ipm)

e Presion sistélica del ventriculo izquierdo, PSVI (mmHg)

e Presion diastdlica final del ventriculo izquierdo, PDFVI (mmHg)

3. PESO RELATIVO DEL CORAZON

Una vez medidos los pardmetros hemodinamicos, los animales fueron sacrificados.
A continuacién se extrajeron y pesaron los corazones para realizar el cdlculo del peso

relativo del corazén (PRC), como medida del indice de HC.

e PRC = peso del corazén (g) / 100 g de peso corporal

Posteriormente, los corazones fueron seccionados transversalmente, destinando

una de las piezas para estudios histolégicos y la otra para estudios de biologia

molecular.
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4. HISTOLOGIA CARDIACA

Las secciones de tejido destinadas a histologia se fijaron en etanol al 70%. A
continuacion, se incluyeron en parafina formando bloques para su tallado en secciones
de 4 micras de grosor con un microtomo de rotacion Leitz 1512 (Imeb Inc., San Marcos,
California, Estados Unidos). Las secciones se estiraron sobre la superficie de agua
previamente calentada a 402 en un bafio y fueron adheridas a portaobjetos. Después,
se secaron las muestras en estufa durante 15 minutos a 409, tras lo cual se elimind la
parafina con Xilol (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) y se rehidrataron las muestras con

sucesivas inmersiones en etanol al 100%, 96%, 70% y finalmente, con agua destilada.

4.1 Contenido de colageno

Los cortes de corazén se tifieron con rojo picrosirio (Abcam, Cambridge, Reino
Unido), un compuesto que tifie de rojo las fibras de colageno. Se realizaron un minimo
de 10 fotos por cada corte tefiido con una videocamara conectada a un microscopio
Optico con un aumento de 40x (Zeiss, Munich, Alemania). Posteriormente, se valoré la
cantidad de coldgeno en las imagenes digitales como el area teiiida de rojo respecto al
area total de tejido con el programa Leica application suite (v4.6, Leica Microsystems,
Buffalo Grove, lllinois, Estados Unidos). Los resultados se expresaron como porcentaje
del drea tefiida con rojo sirio respecto al grupo control, al que se le asignd el valor de

100%.
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4.2 Contenido de calcio

Para determinar el contenido de calcio cardiaco, las secciones histolégicas de
corazén se tifleron con rojo de alizarina (Sigma Aldrich, Madrid, Espafa), un
compuesto con alta capacidad quelante del ion calcio, que una vez unido a éste, da
como resultado una tincion anaranjada. Se realizaron un minimo de 10 fotos por cada
corte tefiido con una videocamara conectada a un microscopio dptico con un aumento
de 40x (Zeiss, Munich, Alemania). A continuacién, se valord el contenido de calcio
como el area tefida anaranjada, respecto al drea total de tejido con el programa Leica
application suite (v4.6, Leica Microsystems, Buffalo Grove, lllinois, Estados Unidos). Los
resultados se expresaron como porcentaje del drea tefiida con rojo alizarin respecto al

grupo control, al que se le asigno el valor de 100%.

5. CULTIVOS CELULARES

Se utilizaron células H9c2 (H9c2(2-1), ATCC CRL-1446, ATCC, Londres, Reino Unido),
una linea comercial de células procedentes de miocardio ventricular embrionario de
rata que exhibe propiedades de musculo esquelético (Kimes y Brandt, 1976) siendo un

modelo ampliamente utilizado para el estudio de la HC in vitro (Watkins et al., 2011).
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5.1 Mantenimiento de la linea celular

Las células H9c2 se cultivaron a 372C y 5% de CO, en medio base Dulbeco Eagle
modificado (DMEM, Sigma Aldrich, Madrid, Espaia) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (FBS, Biological Industries, Kibbutz, Israel) inactivado por calor a 569C
durante 30 minutos, junto con 100U/mL de penicilina, 100pug/mL de estreptomicina y
2mM de L-glutamina (Sigma Aldrich, Madrid, Espaia). Cuando las células alcanzaron un
70% de confluencia aproximadamente, fueron subcultivadas cada dos dias. Para ello,
se incubaron con tripsina-EDTA concentrada al 2X (Gibco, Berlin, Alemania) durante 5
minutos a 372C. Después se afadid medio completo y se subcultivaron en una
proporcién 1:3. Todos los experimentos se llevaron a cabo entre los pases numero 20y

30.

5.2 Diseino experimental

Las células se sembraron a una densidad de 12.000 células/cm?. Transcurridas 24
horas desde la siembra, el medio de cultivo fue sustituido por medio de cultivo 0% en
FBS durante 16 horas, tras las cuales, se anadieron los distintos compuestos a estudiar,
con un tiempo de incubacién de 24 horas para cada condicion. Se trabajé con los

siguientes grupos experimentales (N=4 por grupo) (figura 15):
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e Grupo CONTROL. Células sin tratar.

e Grupo aldosterona (ALDO). Las células se estimularon con aldosterona (Sigma
Aldrich, Madrid, Espafia) a una concentracion final de 50nM.

e Grupo espironolactona (ESPIRO), como control positivo del tratamiento con
proantocianidinas. Las células se incubaron con espironolactona (Sigma Aldrich,
Madrid, Espafia) a concentraciones finales de 10nM, 100nM y 1000nM.

e Grupo con proantocianidinas (PRO). Las células se incubaron con un patrén de
proantocianidinas puro (Natac Biotech, Madrid, Espafia) a concentraciones
finales de 10nM, 100nM y 1000nM.

e Grupo aldosterona mas espironolactona (ALDO+ESPIRO). Las células se pre-
incubaron con espironolactona a concentraciones finales de 10nM, 100nM vy
1000nM durante 1 hora, tras lo cual, se afadid aldosterona a una
concentracion final de 50nM.

e Grupo aldosterona mds proantocianidinas (ALDO+PRO). Las células se pre-
incubaron con el patrén de proantocianidinas puro a concentraciones finales de
10nM, 100nM y 1000nM durante 1 hora, tras lo cual, se afiadié aldosterona a

una concentracioén final de 50nM.

Celulas H9c2 [ N=24, 4 placas/grupo
Periodo de evolucion = 24 horas

O GRUPO PRO
Proantocianidinas, 10, 100 6 1.000 nM

GRUPO ALDO
Aldosterona, 50nM Aldosterona, 50nM .
+ espironolactona, 10, 100 o 1.000 nM

O GRUPO ESPIRO GRUPO ALDO+PRO
Espironolactona, 10, 100 ¢ 1.000nM Aldosterona, 50nM
+ proantocianidinas, 10, 100 & 1.000 nM

Figura 15. Esquema del disefio experimental llevado a cabo en células H9c2.
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5.3 Supervivencia celular

El porcentaje de supervivencia celular en cada condicién experimental se calculd
por triplicado 24 horas después de haber estimulado con la aldosterona y co-incubado

con los distintos tratamientos en placas de 24 pocillos.

Las células fueron lavadas tres veces con solucién de tampdn fosfato (PBS) para
retirar los restos de células muertas. Posteriormente fueron levantadas con tripsina 2X
y homogeneizadas cuidadosamente mediante pipeteo. A continuacidn se evalué el
numero de células vivas mediante el uso de un contador automatico (Scepter
Handheld Automated Cell Counter, Millipore, Billerica, Massachusetts, Estados Unidos)
consistente en una micropipeta con puntas que incorporan un chip capaz de
cuantificar y clasificar el nimero de células y su tamafio, en un volumen determinado.
Teniendo en cuenta el tipo celular y atendiendo a criterios proporcionados por el
fabricante, se consideraron células viables todas aquellas cuyo diametro se encontraba
entre 12 y 20 um. El grado de supervivencia en cada condicion experimental fue

expresado en porcentaje respecto al 100% de supervivencia asignado a los controles.

A continuacidn, se muestra un registro representativo obtenido con el contador

automatico (figura 16):
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Current Acguisition
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Figura 16. Registro representativo de un recuento celular con un contador automatico. Todas aquellas
células cuyo diametro estuvo comprendido entre el rango de medida M1 (12-18 um) fueron

consideradas viables, descartando el resto (células muertas y restos).

5.4 Cuantificacion de anidn superdxido

La produccién de ¢0, se valoré mediante el reactivo dihidroetidio (DHE, D2307,
Life Technologies, Estados Unidos), un colorante fluorescente sensible al «O,. El DHE
atraviesa libremente la membrana celular y, mediante reaccién con ¢0,, forma etidio,
un producto fluorescente rojo que se intercala en el ADN (Vanden Hoek et al., 1997).
De esta manera, a mayor cantidad de 0O, intracelular, mds intensa es la seiial

fluorescente nuclear emitida.

Transcurridas 24 horas después de haber estimulado con la aldosterona y co-
incubado con los tratamientos, se anadié DHE a concentracién final de 50uM en cada
pocillo de una placa p48. A continuacidn, se incubaron las células durante 30 minutos a
379C. Cada condicion experimental se realizé por cuadruplicado. Transcurrido el

tiempo de incubacidn, se realizaron tres lavados con tampodn fosfato salino (PBS) y se
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tomaron un minimo de tres imagenes por condicién experimental con un microscopio
invertido (Leica DM-IL, Leica Microsystems, Buffalo Grove, lllinois, Estados Unidos), con
un aumento 40x y acoplado a una unidad de fluorescencia (Leica 106Z, Leica
Microsystems, Buffalo Grove, lllinois, Estados Unidos). Debido a que el DHE es sensible
a la luz, todos los ensayos se llevaron a cabo en la maxima oscuridad posible. El
espectro de excitaciéon del DHE se sitda en una longitud de onda comprendida entre
500-535 nm (verde en el espectro visible) y el de emisiéon entre 590-620 nm (rojo
visible). Por ello, se aplicé un filtro de excitacion en el rango del color verde que
permite el paso de energia con una longitud de onda comprendida entre 505 y 535

nm.

Las medias de los valores correspondientes a las intensidades de fluorescencia de
cada experimento y condicién fueron cuantificadas con el programa Leica application
suite (v4.6, Leica Microsystems, Buffalo Grove, lllinois, Estados Unidos). La
fluorescencia roja detectada como rojo integrado en cada condicién experimental, fue

expresada en porcentaje respecto al 100% asignado a los controles.
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6. EXPRESION PROTEICA

6.1 Extraccion de proteinas de tejido

Se pesaron 100 mg de corazdn procedentes de las secciones destinadas a ensayos
de biologia molecular y se afiadieron 300uL de tampén de lisis. La composicién del
tampon de lisis incluyé un céctel de inhibidores de proteasas (Roche Applied Science,
Berlin, Alemania) junto con tampdn Tris Base (150mmol/L), cloruro sddico (NaCl,
50mmol/L), tritdn X-100 (1% vol/vol), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, 3mmol/L)
y ditiotreitol (DTT, 3mmol/L) (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia). Después, se
homogeneizé el tejido con la ayuda de un homogeneizador automatico (Bullet blender,
Next-Advance, Averill Park, Nueva York, Estados Unidos). A continuacién se
centrifugaron las muestras durante 15 minutos a 13.000 rpm y a 429C. Tras ello, se

recogieron las proteinas totales del sobrenadante y se almacenaron a -80°C.

6.2 Extraccion de proteinas de células

La extraccidn de proteinas de las células H9c2, fue realizada en placas p100 con un
total de 4 placas por cada grupo experimental. Para ello, transcurridas 24 horas
después de haber estimulado con la aldosterona y co-incubado con los tratamientos,
se procedid a lavar las células con PBS frio. Después, utilizando un raspador manual o
scraper (Sigma Aldrich, Madrid, Espaia) se levantaron las células mediante friccion y se
recogieron en PBS en tubos falcon de 15mL (Thermo Scientific Inc,
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Pittsburgh, Pennsylvania, Estados Unidos), trabajando sobre hielo en todo momento. A
continuacion se centrifugaron a 1.000 rpm y a 49C tras lo cual se retird el
sobrenadante y se resuspendié el pellet con 85uL de tampdn de lisis. La composicidon
del tampdn de lisis incluyd un céctel de inhibidores de proteasas (Roche Applied
Science, Berlin, Alemania) ademas de tampén Tris Base (20mmol/L), NaCl
(150mmol/L), tritén X-100 (1% vol/vol), PMSF (0.3mmol/L) y DTT (3umol/L) (Sigma
Aldrich, Madrid, Espafia). Después, con ayuda de un voértex, se agitaron las muestras
durante 30 segundos y se congelaron a -202C. Al dia siguiente, se centrifugaron las
muestras a 12.000 rpm a 42C durante 3 minutos, tras lo cual, se recogieron las

proteinas totales de los sobrenadantes y se almacenaron a -802C.

6.3 Cuantificacion de proteinas

Las proteinas se cuantificaron por medio de una técnica colorimétrica con azul de
Coomasie (Thermo Scientific Inc, Pittsburgh, Pennsylvania Estados Unidos) basada en
el método de Bradford (Bradford, 1976). Se utilizé albumina de suero bovino (BSA)
para la obtencién de una recta patrdn de concentraciones crecientes conocidas de
proteina. La lectura de la concentracion de proteinas se realizd en un
espectrofotémetro UVM-340 (ASYS Hitech GmbH, Eugendorf, Austria) a una longitud
de onda de 595nm. Una vez valorada la concentracion en cada muestra, se utilizé la

cantidad de 40ug de proteinas totales en cada uno de los sucesivos experimentos.
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6.4 Electroforesis y transferencia

Las proteinas presentes en las muestras se desnaturalizaron de forma previa a su
separacion. Para ello, se afiadié a las mismas un tampdn de carga que contenia
dodecilsulfato sédico (SDS) al 20% (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) como agente

desnaturalizante y se calentaron durante 5 minutos a 952C.

Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida-SDS formados a su vez por un
gel separador y un gel concentrador. El porcentaje de acrilamida del gel separador
varié en funcion de las necesidades de cada experimento y del tamario de la proteina a
analizar. La electroforesis se llevé a cabo bajo condiciones reductoras. Se utilizd un

amperaje constante de 50mA.

Tras la separacidon de las proteinas presentes en cada muestra, se procedidé a la
transferencia de las mismas a una membrana de polivinildifluoruro (PVDF, Bio-Rad,
Hercules, California, Estados Unidos) mediante el paso de corriente eléctrica. Para ello,
se utilizd la técnica de transferencia semiseca a un voltaje constante de 20V con la
ayuda del aparato Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Hercules, California,

Estados Unidos).

Finalizada la transferencia, con el fin de verificar la calidad de las proteinas y la
eficacia del proceso, se realizdé una tincidon no permanente de la membrana con rojo

Ponceau.
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6.5 Western blot

De forma previa a la incubacidn con los anticuerpos especificos, se realizd el
bloqueo o saturacién de todos los sitios inespecificos de unién de proteinas en la
membrana. Para ello, se incubé la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente
con agitacién suave en solucién de bloqueo, preparada con PBS conteniendo tween-20
(Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) al 0,1% (v/v) (PBST) suplementado con leche en polvo

desnatada al 7,5% (p/v).

Posteriormente, se cambid la solucién de bloqueo por PBST suplementado con
leche en polvo desnatada al 5% (p/v) conteniendo el anticuerpo primario disuelto
utilizado en cada caso (tabla 3). Las membranas se incubaron durante 18 horas a 49C

en agitacion constante.

Finalizada la incubacion, se realizaron lavados sucesivos de la membrana en PBST
durante 40 minutos y a continuacion se afiadio el anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa disuelto en PBST suplementado con leche en polvo desnatada al 5%
(p/v), frente al anticuerpo primario. La membrana se incubd con el anticuerpo
secundario (tabla 3) durante una 1 hora a temperatura ambiente y en agitacidon
constante. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se repitieron los mismos

lavados en PBST descritos.
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El revelado de las muestras se llevé a cabo mediante la técnica basada en el
método de deteccion de la peroxidasa, utilizando un kit de deteccion de
qguimioluminiscencia (ECL, Millipore, Billerica, Massachusetts, Estados Unidos). La
deteccion de quimioluminiscencia y su posterior cuantificacidén se realizd utilizando el
sistema informatico GeneGnome5 (Syngene Bio Imaging; Synoptics Ltd., Cambridge,
Reino Unido). La proteina de expresién constitutiva gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH, Sigma Aldrich, Madrid, Espafa) fue usada como control de
carga. Los resultados se expresaron como porcentaje de la expresion relativa respecto

al grupo control, asignando a éste Ultimo el valor de 100%.

anti-CTGF c4871 1:1000 Implicada en fibrosis
anti-CD68 ab31630 1:200 Marcador de macrdéfagos. Inflamacion
anti-TNFa ab34674 1:1000 Implicada en Inflamacién
anti-iNOS ab3523 1:500 Implicada en inflamacidn y estrés oxidativo
anti-p22phox NADPHox sc20781 1:500 Implicada en estrés oxidativo
anti-SGK1 mp07-315 1:500 Mediador de la aldosterona
anti-aENaC ab77382 1:1000 Subunidad del ENaC. Introduce Na' en la célula
anti-BENaC ab2906 1:50 Subunidad del ENaC. Introduce Na* en la célula
anti-yENaC ab3468 1:800 Subunidad del ENaC. Introduce Na* en la célula
anti-Nedd4-2 ab46521 1:1000 Marca ENaC para su degradacion
anti-pNedd4-2 ab168349 1:1000 Forma inhibida por fosforilacién (ser436)
anti-ROMK ab92285 1:250 Expulsa K* de la célula
anti-1a Na+/K+ ATPasa ab7671 1:1000 Introduce K"y expulsa Na” en la célula
NHE1 ab67314 1:500 Introduce Na* y expulsa H' en la célula
anti-alC Cav1.2 ab58552 1:500 Introduce Ca2" en la célula
anti-NCX1 ab6495 1:500 Introduce Na*y expulsa Ca2” en la célula o viceversa
anti-CaMKII ab52476 1:500 Implicada en la regulacién de canales idnicos
anti-pCaMKII ab32678 1:500 Forma activada por fosforilacién (thr286)
anti-oxCaMKII mp07-1387 1:500 Forma activada por oxidacion (met281-282)
anti-GAPDH cst5174 1:10000 Implicada en glucolisis. Control de carga
anti-Mouse IgG HRP ab97023 variable Anticuerpo secundario conjugado a HRP
anti-Rabbit IgG HRP ab97051 variable Anticuerpo secundario conjugado a HRP

Tabla 3. Anticuerpos, referencias comerciales (ab: abcam, sc: santa cruz, mp: millipore, c-cst: sigma),
diluciones empleadas y breve descripcion de la funcién de las proteinas estudiadas mediante western

blot.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media * el error estdndar de la media. Las
comparaciones de variables individuales se realizaron mediante un test ANOVA de una
via, seguido de una prueba de comparacion multiple de medias (test de Newman-
Keuls). Los resultados se consideraron significativos cuando el valor “p” fue menor de

0,05. Todos los analisis y los graficos se realizaron utilizando el programa Graph Pad

Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, Estados Unidos).
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V. Resultados

1. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PROS0 SOBRE LA
PRESION ARTERIAL Y LA HEMODINAMICA CARDIACA EN
RATAS A LAS QUE SE LES ADMINISTRO ALDOSTERONA

1.1 Presion arterial sistdlica y diastolica, PAS y PAD

La PAS y la PAD aumentaron en las ratas a las que se les administré aldosterona
(p<0.05) en comparacion con el grupo CONTROL. En el grupo ALDO+PRO80, dichos
valores fueron reducidos (p<0.01) en comparacion con el grupo ALDO hasta

normalizarlos (figura 17).
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Figura 17. PAS (A) y PAD (B) en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas
(PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.05 vs CONTROL, # p<0.01 vs ALDO.
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1.2 Hemodinamica cardiaca

1.2.1 Frecuencia cardiaca, FC

Los valores de FC no variaron significativamente entre grupos (figura 18).
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Figura 18. FC en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y

aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80).

1.2.2 Presion sistdlica del ventriculo izquierdo, PSVI

La administracién de aldosterona, en comparacion con el grupo CONTROL,
produjo un aumento de la PSVI (p<0.01). En el grupo ALDO+PR0O80, la PSVI comparada

con la del grupo ALDO fue menor (p<0.01), alcanzado los valores del grupo CONTROL

(figura 19).
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Figura 19. PSVI en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y
aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.01 vs CONTROL, # p<0.01 vs ALDO.

1.2.3 Presion diastdlica final del ventriculo izquierdo, PDFVI

La aldosterona produjo un aumento elevado de la PDFVI (p<0.001) comparado con
los valores del grupo CONTROL. Dicho aumento fue prevenido en el grupo

ALDO+PRO80 (p<0.001) comparado con el grupo ALDO (figura 20).

PDFVI (mmHg)

CONTROL ALDO PRO80 ALDO+PRO80

Figura 20. PDFVI en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y
aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.001 vs CONTROL, # p<0.001 vs ALDO.
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2. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA
HIPERTROFIA CARDIACA EN RATAS A LAS QUE SE LES
ADMINISTRO ALDOSTERONA

2.1 Peso relativo del corazén, PRC

La tabla 4 recoge los valores de peso corporal y del corazén de cada grupo de
animales. La administracién de aldosterona produjo un aumento (p<0.001) del PRC
respecto de las ratas del grupo CONTROL, que fue totalmente prevenido en el grupo

ALDO+PRO80 (p<0.01) comparado con el grupo ALDO (figura 21).

Peso corporal (g) 329.16 £8.7 290.16 + 13.3* 335.75 + 8.8# 292.8+6.8*
Peso del corazén (g) 0.88+0.1 0.93+0.41 0.89+0.12 0.86+2.2#

Tabla 4. Peso corporal y peso del corazén en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.05 vs CONTROL,
# p<0.05 vs ALDO.
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Figura 21. PRC en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y

aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.001 vs CONTROL, # p<0.01 vs ALDO.
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3. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA
FIBROSIS CARDIACA EN RATAS A LAS QUE SE LES
ADMINISTRO ALDOSTERONA

3.1 Contenido de colageno

El contenido de colageno cardiaco aumenté en las ratas a las que se les administré
aldosterona (p<0.001) en comparacion con el grupo CONTROL y fue menor en el grupo

ALDO+PR0O80 (p<0.01) respecto al grupo ALDO (figura 22).
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Figura 22. Contenido de colageno cardiaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PRO80). * p<0.001 vs CONTROL,
# p<0.01 vs ALDO.

A continuacién, se muestran microfotografias representativas de los cortes
histolégicos de corazén tefiidos con rojo sirio, en los cuatro grupos experimentales
(figura 23). Se puede apreciar el aumento de fibras de coldgeno en rojo en el grupo
ALDO comparado con el CONTROL. Asi mismo, la microfotografia correspondiente al
grupo ALDO+PRO80 muestra una disminucidn en el contenido de fibras de coldgeno

tefiidas, comparado con el grupo ALDO.

163



V. Resultados

- 3, . W Al 7 J Y
CONTROL 'ALDO, ¢ ;
r: J A w - & 1 J _, /.
A o
e /
- f ._.r'_" r 4 4
_ 474 .J >
5% 7 W0 he B PR
: .- f V) T Y ! .
Yo S AW e )
s | b

»

(4

20 um < 20pm

—

-

Figura 23. Microfotografias representativas del contenido de coldgeno en los grupos control (CONTROL),
aldosterona (ALDQO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80).

Las zonas tefiidas de rojo constituyen las fibras de colageno.

3.2 Factor de crecimiento de tejido conectivo, CTGF

La administracién de aldosterona aumenté los niveles de expresion proteica de
CTGF (p<0.05) en corazon respecto al grupo de ratas CONTROL y disminuyd en el grupo

ALDO+PR0O80 (p<0.05) comparado con el grupo ALDO (figura 24).
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Figura 24. Expresion proteica de CTGF cardiaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.05 vs CONTROL,
# p<0.05 vs ALDO.

4. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PROSO SOBRE LA
INFLAMACION Y OXIDACION CARDIACA EN RATAS A LAS
QUE SE LES ADMINISTRO ALDOSTERONA

4.1 Cluster de diferenciacion 68, CD68

Los niveles de expresion proteica del CD68 cardiaco aumentaron en el grupo de
ratas ALDO (p<0.001) en comparacién con las ratas CONTROL. En el grupo
ALDO+PR0O80 dichos niveles fueron disminuidos (p<0.001) respecto al grupo ALDO,

hasta normalizarse (figura 25).
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Figura 25. Expresion proteica del CD68 cardiaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.001 vs CONTROL,
# p<0.001 vs ALDO.

4.2 Factor de necrosis tumoral alfa, TNFa

Los niveles de expresion proteica del TNFa cardiaco aumentaron en el grupo ALDO
(p<0.05) respecto al grupo CONTROL y disminuyeron en las ratas ALDO+PROS80
(p<0.05) en comparacion con las ratas ALDO, hasta alcanzar los valores del grupo

CONTROL (figura 26).
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Figura 26. Expresion proteica del TNFa cardiaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),

proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.05 vs CONTROL,
# p<0.05 vs ALDO.
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4.3 Oxido nitrico sintasa inducible, iNOS

La administracién de aldosterona produjo un aumento en el nivel de expresion
proteica de la iINOS (p<0.01) cardiaca respecto al grupo CONTROL. Esto fue prevenido
en las ratas ALDO+PRO80, cuyos niveles fueron menores respecto de las ratas ALDO

(p<0.05) (figura 27).
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Figura 27. Expresidn proteica de la iNOS cardiaca en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.001 vs CONTROL,
# p<0.05 vs ALDO.

4.4 Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa,

NADPHox: subunidad p22phox

Los valores de expresién proteica en corazéon de la subunidad p22phox de la
NADPHox, aumentaron en las ratas con aldosterona (p<0.01) respecto de las ratas
CONTROL. En el grupo ALDO+PR0O80, dicha expresién disminuyd (p<0.01) respecto al

grupo ALDO, hasta normalizar (figura 28).
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Figura 28. Expresion proteica de la subunidad p22phox de la NADPH oxidasa cardiaca en los grupos
control (CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) vy aldosterona mas
proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.01 vs CONTROL, # p<0.01 vs ALDO.

5. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA
EXPRESION PROTEICA CARDIACA DE SGK1, ENAC,
NEDD4-2 Y pNEDD4-2 EN RATAS A LAS QUE SE LES
ADMINISTRO ALDOSTERONA

5.1 Quinasa regulada por suero y glucocorticoides tipo 1,

SGK1

La administracion de aldosterona produjo un incremento significativo en la
expresion proteica del SGK1 cardiaco (p<0.001) respecto al grupo CONTROL. En el
grupo ALDO+PRO80 la expresion disminuyd (p<0.001) respecto al grupo ALDO,

alcanzandose valores control (figura 29).
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Figura 29. Expresién proteica del SGK1 cardiaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),

proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR080).* p<0.001 vs CONTROL,
# p<0.001 vs ALDO.

5.2 Canal epitelial de sodio, ENaC: subunidades a, By y

La expresidn proteica en corazén de la subunidad y del ENaC aumentd (p<0.05) en
el grupo ALDO comparado con los controles. Los animales del grupo ALDO+PRO80
presentaron una disminucién (p<0.05) de la expresidon proteica de dicha subunidad,

respecto al grupo ALDO (figura 30).
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Figura 30. Expresion proteica de la subunidad y del ENaC cardiaco en los grupos control (CONTROL),

aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0OS80). *
p<0.05 vs CONTROL, # p<0.05 vs ALDO.
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No se observaron cambios significativos en la expresion proteica de las

subunidades a y B del ENaC entre los cuatro grupos estudiados (figura 31).
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Figura 31. Expresion proteica de las subunidades a (A) y B (B) del ENaC cardiaco en los grupos control
(CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas
(ALDO+PROS0).
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5.3 Ubiquitina ligasa Nedd4-2 y su fosforilacion, pNedd4-2

Tanto la expresion proteica total del Nedd4-2 cardiaco como los niveles de
fosforilacién en la serina 436 de dicha proteina (pNedd4-2), aumentaron en el grupo
ALDO y en el grupo ALDO+PRO80 (p<0.01) respecto al grupo CONTROL (figura 32). Sin
embargo, en el grupo ALDO+PRO80, se redujo el nivel de fosforilaciéon en serina 436

(p<0.01) en comparacion con el grupo ALDO (figura 32).

La relacion pNedd4-2/Nedd4-2 aumentd en el grupo con aldosterona (p<0.01)
respecto al grupo CONTROL, sin embargo, el tratamiento con PRO80 previno dicho
aumento en las ratas del grupo ALDO+PR0O80 (p<0.01, comparado con el grupo ALDO)

(figura 32).
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Figura 32. Expresion proteica del Nedd4-2 total en corazdn, niveles de Nedd4-2 cardiaco fosforilado en
la posicion serina 436 (pNedd4-2) y relacidon entre pNedd4-2 y Nedd4-2 total en los grupos control
(CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas
(ALDO+PRO80). * p<0.01 vs CONTROL, # p<0.01 vs ALDO.
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6. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA
EXPRESION PROTEICA  CARDIACA DE LOS
TRANSPORTADORES IONICOS ROMK, Na*/K'ATPasa,
NHE1, Ca,1.2 Y NCX1 EN RATAS A LAS QUE SE LES
ADMINISTRO ALDOSTERONA

6.1 Canal de potasio medular exterior renal, ROMK

La administracion de aldosterona produjo un aumento en los niveles del ROMK
cardiaco (p<0.01) en comparacién con los de las ratas CONTROL, que disminuyeron en

el grupo ALDO+PR0O80 (p<0.05) en comparacién con el grupo ALDO (figura 33).
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Figura 33. Expresion proteica del ROMK cardiaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),

proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.01 vs CONTROL,
# p<0.05 vs ALDO.
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+

6.2 Bomba de sodio potasio dependiente de ATP, Na*/K
ATPasa: subunidad a1

La expresidn proteica de la subunidad a1l de la Na*/K* ATPasa cardiaca disminuyé
(p<0.01) en el grupo ALDO respecto al grupo CONTROL. Los niveles en el grupo

ALDO+PR0O80 aumentaron (p<0.05) en comparacién con el grupo ALDO (figura 34).
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Figura 34. Expresién proteica de la subunidad al de la Na*/K" ATPasa cardiaca en los grupos control
(CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mds proantocianidinas
(ALDO+PR0O80). * p<0.01 vs CONTROL, # p<0.05 vs ALDO.

6.3 Intercambiador de sodio-hidréogeno tipo 1, NHE1

El aumento en la expresidén proteica en corazon del NHE1 producido por la
administracién de aldosterona (p<0.01) respecto al grupo CONTROL, disminuyd en el

grupo de ratas ALDO+PRO80 (p<0.01) comparado con el grupo ALDO (figura 35).
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Figura 35. Expresion proteica del NHE1 cardiaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.01 vs CONTROL,
# p<0.01 vs ALDO.

6.4 Canal de calcio dependiente de voltaje tipo L, Cavl.2:

subunidad alC

La expresién proteica cardiaca de la subunidad alC del canal Ca,1.2 aumentd en
las ratas con aldosterona (p<0.01) en comparacién con las ratas CONTROL y disminuyd

en el grupo ALDO+PRO80 (p<0.01) respecto a los animales del grupo ALDO (figura 36).

174



V. Resultados

2001

5
%
B *
S
~ © 1504
O 9 #
— —
3 -
33
S®e
= 504
O
)
o
a2 0
>
L

CON'lI'ROL ALDO PRO80 ALD6+PR080

Figura 36. Expresidon proteica cardiaca de la subunidad alC del canal Ca,1.2 en los grupos control
(CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas
(ALDO+PROS80). * p<0.01 vs CONTROL, # p<0.01 vs ALDO.

6.5 Intercambiador de sodio-calcio tipo 1, NCX1

La administracidon de aldosterona en ratas aumenté (p<0.05) la expresién proteica
cardiaca del NCX1 respecto a los animales control. El tratamiento con PROS80
disminuyd significativamente la expresién del NCX1 en las ratas del grupo

ALDO+PR0O80, comparado con el grupo ALDO (figura 37).
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Figura 37. Expresion proteica de NCX1 cardiaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.05 vs CONTROL,
# p<0.05 vs ALDO.

7. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE EL
CONTENIDO DE CALCIO CARDIACO Y LA EXPRESION
PROTEICA, FOSFORILACION Y OXIDACION DE LA CaMKII
CARDIACA EN RATAS A LAS QUE SE LES ADMINISTRO
ALDOSTERONA

7.1 Contenido de calcio

El contenido de calcio aumentd en las ratas a las que se les administrd aldosterona
(p<0.01) respecto de las ratas CONTROL. El grupo ALDO+PRO80 mostré niveles mas

bajos de calcio que el grupo ALDO (figura 38).
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Figura 38. Contenido de calcio cardiaco en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). * p<0.01 vs CONTROL,
# p<0.01 vs ALDO.

A continuacion, se muestran microfotografias representativas de los cortes
histoldgicos de corazdn tefiidos con rojo alizarina, en los cuatro grupos experimentales
(figura 39). En el grupo ALDO se observa un aumento del contenido de calcio cardiaco,
representado por los tonos mas anaranjados, comparado con el grupo CONTROL.
Respecto al grupo ALDO+PRO80, se puede apreciar en la microfotografia una

disminucion en el contenido de calcio, comparado con el grupo ALDO.
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Figura 39. Microfotografias representativas del contenido de calcio cardiaco en los grupos control
(CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mds proantocianidinas

(ALDO+PRO80). Las zonas tefiidas de naranja corresponden a la acumulacion de calcio.

7.2 Quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo 2,

CaMKiIl, y su fosforilacion, pCaMKII y oxidacion, ox-CaMKII

El nivel de expresién proteica en corazén de la CaMKIl no varié entre gupos (figura
40). Sin embargo, el nivel de fosforilacién en la treonina 286 (pCaMKII) aumentd en las
ratas a las que se les administré aldosterona (p<0.05) respecto de las ratas CONTROL.
Dicho pardmetro disminuyd hasta normalizar en el grupo ALDO+PRO80 (p<0.05) en
comparacion con el grupo ALDO (figura 40).
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La relacion entre la pCaMKII y la CaMKIl total revelé un aumento significativo de
dicha proporcién en el grupo ALDO (p<0.05) comparado con el grupo CONTROL, asi
como una disminuciéon en el grupo ALDO+PRO80 (p<0.05) respecto al grupo de ratas a

las que se les administré aldosterona (figura 40).
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Figura 40. Expresion proteica en corazon de la CamKll total, niveles de la CaMKII cardiaca fosforilada en
treonina 286 (pCaMKIl) y relacién entre la pCaMKIl y la CaMKIl total en los grupos control (CONTROL),

aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PR0O80). *
p<0.05 vs CONTROL, # p<0.05 vs ALDO.
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Por otra parte, el grado de oxidacion de la CaMKII cardiaca en las metioninas 281 y
282 (oxCaMKIl), aumenté en las ratas del grupo ALDO vy en las del grupo ALDO+PROS80
(p<0.05), respecto al grupo CONTROL (figura 41). La relacién entre la oxCaMKIl y la
CaMKIl total, mostré un incremento significativo en los grupos ALDO y ALDO+PR0O80

(p<0.05) comparado con las ratas CONTROL (figura 41).
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Figura 41. Expresidn proteica en corazén de la CamKIl total, niveles de la CaMKIl oxidada en las
metioninas 281 y 282 (oxCaMKIl) y relacién entre la oxCaMKIl y la CaMKII total en los grupos control
(CONTROL), aldosterona (ALDO), proantocianidinas (PRO80) y aldosterona mds proantocianidinas
(ALDO+PRO80). * p<0.05 vs CONTROL, # p<0.05 vs ALDO.
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8. EFECTOS DE LA INCUBACION CON
PROANTOCIANIDINAS Y ESPIRONOLACTONA SOBRE LA
SUPERVIVENCIA CELULAR Y LA PRODUCCION DE ANION
SUPEROXIDO EN CELULAS H9c2 ESTIMULADAS CON
ALDOSTERONA

8.1 Supervivencia celular en células H9c2

8.1.1 Estudio dosis-respuesta de aldosterona en células H9c2

En primer lugar, se realizdé un estudio de dosis-respuesta a diferentes
concentraciones de aldosterona (1, 10, 50, 100 y 1000nM), con un tiempo de
incubacién de 24 horas, estableciéndose como mds apropiada la dosis de 50nM, que

produjo una supervivencia celular del 83% (p<0.05) respecto al grupo CONTROL (figura

42).
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Figura 42. Supervivencia celular en células H9c2, estimuladas durante 24 horas con distintas dosis de
aldosterona, en los grupos control (CONTROL) y aldosterona (ALDO) a concentraciones crecientes *

p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 vs CONTROL.
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8.1.2 €Efecto de Ila incubacion con proantocianidinas vy
espironolactona sobre la supervivencia celular en células H9c2

estimuladas con aldosterona

Transcurridas 24 horas de incubacion, en las células H9c2 estimuladas con
aldosterona a 50nM, se produjo una disminucién de la supervivencia celular (p<0,05)
respecto al grupo CONTROL. De igual manera, en el grupo ALDO50nM + ESPIRO10nM,
la supervivencia celular disminuyd (p<0,05) respecto al grupo CONTROL. En cuanto a
los grupos ALDO50nM + ESPIRO100nM vy ALDOS50nM + ESPIRO1000nM, la
supervivencia celular aumentd (p<0,05) respecto al grupo ALDO50nM alcanzédndose
valores control. En el caso del grupo ALDO50nM + PRO10nM, los valores de
supervivencia disminuyeron (p<0,05) respecto al grupo CONTROL. Sin embargo, en los
grupos ALDO50nM + PRO100nM y ALDO50nM + PRO1000nM, se alcanzaron niveles de
supervivencia similares al grupo CONTROL, aumentando dicho pardmetro (p<0,05)

respecto de los grupos ALDO50nM y ALDO50nM + PRO10nM (figura 43).
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Figura 43. Supervivencia celular en células H9c2 en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),
espironolactona (ESPIRO), proantocianidinas (PRO), aldosterona mas espironolactona (ALDO+ESPIRO) y
aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PRO) a distintas concentraciones y tras 24 horas de

incubacion. * p<0.05 vs CONTROL, # p<0.05 vs ALDO50nM, + p<0.05 vs ALDO50nM + PRO10nM.
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8.2 Efecto de la incubacion con proantocianidinas y
espironolactona sobre la produccion de anion superdxido en

células H9c2 estimuladas con aldosterona

Después de 24 horas de incubacién, se observé un aumento en la produccién de
O, en el grupo estimulado con aldosterona a 50nM (p<0.01) respecto al grupo
CONTROL. Por el contrario, en las células estimuladas con aldosterona y co-incubadas
con espironolactona, la produccién de O, disminuyd, alcanzdndose valores por debajo
del grupo CONTROL en el caso de los grupos ALDO50nM + ESPIRO100nM y ALDO50nM
+ ESPIRO1000nM (p<0,001). En el grupo ALDO50nM + PRO10nM los niveles de Oy
fueron superiores (p<0,01) en comparacién con el grupo CONTROL. La produccién de
O, en el grupo ALDO50nM + PRO100nM disminuyd (p<0.001) y fue comparable a los
niveles del grupo CONTROL. Por ultimo, el grupo ALDO50nM + PRO1000nM presentd
una disminucion de la produccién de O, por debajo de los valores del grupo CONTROL

(p<0,01) y del grupo ESPIRO1000nM + ALDO50nM (p<0,05) (figura 44).
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Figura 44. Produccién de O, en células H9c2 en los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO),

ALDO50nM + ESPIRO100nM - 4
# % +

espironolactona (ESPIRO), proantocianidinas (PRO), aldosterona mas espironolactona (ALDO+ESPIRO) y
aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PRO) a distintas concentraciones y tras 24 horas de

incubacién. * p<0.01 vs CONTROL, # p<0.001 vs ALDO50Nm, + p<0.05 vs ALDO50nM + ESPIRO1000nM.

A continuacién, se muestran microfotografias de fluorescencia representativas de
la produccion de O, en las células H9c2, en los distintos grupos experimentales (figura
45). En el grupo ALDO se observa un aumento en la intensidad de fluorescencia,
debido a una mayor presencia de O,, en comparacion con el grupo CONTROL. En los

grupos ALDO+ESPIRO y ALDO+PRO, se puede apreciar como, a medida que aumenta la
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concentracion de ESPIRO o PRO, la fluorescencia es menos intensa indicando una

menor produccion de O,

CONTROL

ALDO 50nM

ALDD 50nM +
ESPIRD 10nM

ALDO 50nM

+

ESPIRO 100nM

ALDD S0nM +
ESPIRD 1000nM

ALDD 0nM +
PRO 10nM

ALDD 50nM +

PRO 100nM

ALDD 50nM +
PRO 10d0nM

Figura 45. Microfotografias de fluorescencia representativas de la produccion de O, en células H9c2 en

los grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), aldosterona mas espironolactona (ALDO+ESPIRO) y

aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PRO) a distintas concentraciones y tras 24 horas de

incubacion.
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9. EFECTOS DE LA INCUBACION CON
PROANTOCIANIDINAS Y ESPIRONOLACTONA SOBRE LA
EXPRESION PROTEICA DEL SGK1 Y LA SUBUNIDAD
P22PHOX DE LA NADPHox EN CELULAS H9c2
ESTIMULADAS CON ALDOSTERONA

9.1 Quinasa regulada por suero y glucocorticoides tipo 1,

SGK1

Transcurridas 24 horas, la aldosterona produjo un aumento en la expresion
proteica del SGK1 (p<0.05) en las células H9c2 en comparacién con el grupo CONTROL.
La co-incubacién de espironolactona a 100nM o proantocianidinas a 100nM mads
aldosterona a 50nM, redujo la expresion de SGK1 (p<0.05) respecto al grupo

ALDO50nM. (figura 46).
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Figura 46. Expresion proteica de SGK1 en células H9c2 en los grupos control (CONTROL), aldosterona
(ALDO), espironolactona (ESPIRO), proantocianidinas (PRO), aldosterona mas espironolactona
(ALDO+ESPIRO) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PRO), tras 24 horas de incubacién. * p<0.05
vs CONTROL, # p<0.05 vs ALDO50nM.
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9.2 Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa,

NADPHox: subunidad p22phox

Los niveles de expresién proteica de la subunidad p22phox de NADPHox
aumentaron con aldosterona a 50nM (p<0.01) tras 24 horas de incubacidn, respecto al
grupo CONTROL. Dicho aumento fue prevenido en los grupos ALDO50nM +
ESPIRO100nM (p<0.01) y ALDO50nM + PRO100nM (p<0.01) en comparacién con el
grupo ALDO50nM. En el grupo ALDO50 + PRO100nM, la expresién proteica de dicha
subunidad fue mayor comparado con el grupo ALDO50 + ESPIRO100nM (p<0,05)

(figura 47).
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Figura 47. Expresién proteica de la subunidad p22phox de la NADPH oxidasa en células H9¢c2 en los
grupos control (CONTROL), aldosterona (ALDO), espironolactona (ESPIRO), proantocianidinas (PRO),
aldosterona mas espironolactona (ALDO+ESPIRO) y aldosterona mas proantocianidinas (ALDO+PRO),
tras 24 horas de incubacion. * p<0.05 vs CONTROL, # p<0.001 vs ALDO50nM, + p<0.05 vs ALDO50nM +
ESPIRO100nM.
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1. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LAS
ALTERACIONES CARDIACAS PRODUCIDAS POR LA
ALDOSTERONA EN RATAS

1.1 Presion arterial y hemodinamica cardiaca

En el presente trabajo, la aldosterona produjo un aumento significativo de la PAS y
la PAD en el grupo ALDO en comparacion con el grupo CONTROL. La aldosterona
participa en el desarrollo de numerosas enfermedades cardiovasculares como la HTA 'y
la disfuncién diastélica entre otras (Cannavo et al., 2016; Quinkler et al., 2010;
Struthers, 2004). Uno de los efectos mas estudiados de la aldosterona mas sal es el
desarrollo de HTA (Catena et al.,, 2015; Martin-Fernandez et al., 2014a; Young y
Rickard, 2012). La aldosterona incrementa la PA aumentando la volemia al estimular la
retencién de sodio y agua en el rifidn (Samavat et al., 2011) e induciendo remodelado
vascular, lo que altera la estructura del vaso haciéndolo rigido y disfuncional (Briet y
Schiffrin, 2013). Por tanto, el aumento significativo de la PAS y la PAD observados en el
grupo ALDO de nuestro estudio en comparacidon con el grupo CONTROL, podria
deberse a la suma de los efectos de la aldosterona tanto a nivel renal como vascular

sefalados.

La HTA observada en el grupo ALDO estuvo acompafiada también de un deterioro
de la funcién cardiaca como indican el aumento en la PDFVIy en la PSVI observadas. En

concreto, la elevada PDFVI fue indicativa del desarrollo de disfuncion diastdlica por
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parte de los animales del grupo ALDO. El aumento sostenido de la PA y la consecuente
sobrecarga de presion en el miocardio llevan a cambios en la hemodindmica cardiaca,
como ocurre en el modelo en rata de aldosterona mas sal (Martin-Fernandez et al.,
2014a; Young y Rickard, 2012). Asi mismo, la aldosterona promueve directamente el
remodelado cardiaco, lo que altera la estructura del corazén vy lleva al desarrollo de
HC, cuyo agravamiento y mantenimiento en el tiempo, conduce a la reduccién de la
elasticidad cardiaca y la disfuncion diastélica (Cannavo et al., 2016; Catena et al., 2014;

Gradman y Alfayoumi, 2006).

Por otra parte, la mejora tanto en la PAS y la PAD asi como en la PDFVI y en la PSVI
observadas en el grupo ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO, mostraron un efecto
regulador de la PA inducido por las proantocianidinas. Estudios realizados en modelos
animales de HTA (Huang et al., 2015; Kawakami et al., 2011; Lan et al., 2015) asi como
en pacientes hipertensos han demostrado los potenciales efectos beneficiosos de las
proantocianidinas en la regulacion de la PA, asociando dichos efectos
fundamentalmente a la mejora de la funciéon endotelial como consecuencia de una
menor produccién de ROS, al aumento en la actividad de enzimas antioxidantes, al
aumento en la vasodilatacién endotelio-dependiente y a la supresién de factores
vasoconstrictores y pro-fibréticos (Draijer et al., 2015; Habauzit y Morand, 2012; Hugel
et al., 2016). Asi mismo, el efecto beneficioso del consumo de proantocianidinas sobre
la funcién cardiaca en modelos de HTA, hiperaldosteronismo y dafio cardiaco por
isquemia-reperfusion ha sido ampliamente demostrado (Dong et al., 2012; Habauzit y

Morand, 2012; Pataki et al., 2002; Seymour et al., 2008; Zuo et al., 2010).
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1.2 Hipertrofia y fibrosis

En el presente trabajo, se observd un aumento significativo del PRC en el grupo
ALDO en comparacion con el grupo CONTROL, lo que es indicativo del desarrollo de HC
en las ratas a las que se les administré aldosterona. Independientemente de los niveles
de PA, se ha demostrado la aldosterona es uno de los factores mediadores en el
desarrollo de HC y en el proceso de fibrosis asociado (Diez, 2008; Holmer y Schunkert,
1996; Okoshi et al., 2004). La aldosterona activa mediante mecanismo no genémico la
via de sefializaciéon de las quinasas activadas por mitégenos y sefiales extracelulares
MAPK/ERK, a través de los mensajeros secundarios DAG, AMPc e IP3, lo que promueve
la proliferacion de los fibroblastos cardiacos y su diferenciacion a mio-fibroblastos
(Cohn y Colucci, 2006). Este tipo celular secreta grandes cantidades de proteinas de la
MEC, como coldgeno, que se deposita alterando la estructura y la funcion de las fibras
contractiles adyacentes, afectando al funcionamiento cardiaco (Lighthouse y Small,
2016). En el presente trabajo, el grupo de ratas ALDO mostrd un aumento significativo
del contenido de coldgeno cardiaco en comparacion con las ratas CONTROL, lo que
contribuiria al desarrollo de HC y a la alteracién en la hemodinamica cardiaca

observados en dicho grupo.

En las ratas del grupo ALDO de nuestro estudio, en comparacién con las del grupo
CONTROL, el aumento en la cantidad de colageno cardiaco estuvo acompafiado de la
sobreexpresidon cardiaca del CTGF. Se ha senalado que el efecto pro-fibrético de la

aldosterona es debido en parte a su accidn directa sobre la expresidn de varias
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moléculas implicadas en el proceso de fibrosis que contribuyen a su vez al remodelado
cardiaco, como por ejemplo el CTGF (Messaoudi et al., 2013). Se ha observado, en
modelos tanto in vivo como in vitro, que la aldosterona incrementa la expresion del
CTGF cardiaco mediante un mecanismo dependiente de la activacién del RM (Lee et
al., 2004; Martin-Fernandez et al., 2014b; Messaoudi et al., 2013). La sobreexpresion
de este factor de crecimiento esta asociada a una acumulacién de proteinas de MEC,
como el colageno, segin se ha descrito en lesiones aterosclerdticas humanas, tras
infarto de miocardio y en tejidos vasculares y cardiacos en modelos de HTA (Kubota y

Takigawa, 2015).

Por otra parte, nuestros resultados mostraron en el grupo de ratas ALDO+PRO80
en comparacién con el grupo ALDO, una disminucién significativa del PRC asi como del
contenido de coldgeno cardiaco, que estuvieron acompafnados a su vez de una menor
expresion del CTGF cardiaco. Diversos estudios han mostrado la capacidad de las
proantocianidinas de reducir la hipertrofia del corazén y la fibrosis asociada en
modelos animales de HC (Martin-Fernandez et al., 2014a; Zuo et al., 2010; Zuo et al.,
2011). En dichos estudios, el tratamiento con proantocianidinas disminuyd el peso
relativo del corazén y el depdsito de coldgeno de aquellos animales que desarrollaron
HC, disminuyendo ademads, la expresién de marcadores de fibrosis como el TFGB y el

CTGF.
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1.3 Inflamacidn y oxidacion

Junto con el desarrollo de fibrosis, también se observé un aumento en los niveles
del CD68 en los corazones de las ratas del grupo ALDO en comparacion con los del
grupo CONTROL. Este dato parece sugerir la existencia de una mayor poblacion de
macrofagos inducida por la aldosterona, que estaria a su vez relacionada con el
elevado grado de fibrosis encontrada en el grupo ALDO. Estudios previos demuestran
gue la aldosterona produce inflamacion tisular, un proceso que acelera el desarrollo de
fibrosis y remodelado (Aoyagi y Matsui, 2011; Gilbert y Brown, 2010). En el corazdn, la
aldosterona produce inflamacidén tanto en los cardiomiocitos como en los fibroblastos
cardiacos a través de la activacion de factores de transcripcién implicados en procesos
pro-inflamatorios, entre los que destaca el NFkB (Aoyagi y Matsui, 2011; Gilbert y
Brown, 2010; Queisser y Schupp, 2012). La produccién de quimiocinas a través del
NFkB estimula el reclutamiento de monocitos, que una vez han infiltrado el tejido, se
diferencian en macréfagos productores de citoquinas pro-inflamatorias (Kolattukudy y
Niu, 2012). El aumento en la poblaciéon de macréfagos (y por tanto de su marcador de
superficie, el CD68) inducido por la aldosterona, viene acompafiado de un aumento del
proceso de fibrosis, como se ha demostrado en el modelo en ratén de
hiperaldosteronismo intra-cardiaco (Azibani et al., 2012) y en los rifiones de las ratas

en el modelo de aldosterona mas sal (Doi et al., 2014; Martin-Fernandez et al., 2016).

En el presente trabajo, el aumento en los niveles del marcador de macrofagos
CD68 estuvo acompanado de una mayor expresion cardiaca del TNFa en el grupo

ALDO comparado con el grupo CONTROL, lo que demuestra que la aldosterona indujo

199



VI. Discusion

el desarrollo de inflamacidon cardiaca. Se ha demostrado que tanto los macréfagos
activados, como los cardiomiocitos y fibroblastos cardiacos, estdn implicados en la
produccién local de TNFa, y que dicha produccidn ocurre por medio de la activacién
del factor NFkPB (Aoyagi y Matsui, 2011; Hohensinner et al., 2007; Kolattukudy y Niu,
2012). Ademas, se sabe que tanto los cardiomiocitos como los fibroblastos cardiacos,
una vez estimulados por el TNFa, aumentan a su vez la expresién de factores
estimulantes de macrofagos, favoreciendo la proliferacidon y supervivencia de estas
células del sistema inmune, induciendo asi la produccién de mas citoquinas pro-
inflamatorias (Hohensinner et al., 2007). Asi mismo, se ha demostrado que la
sobreexpresion cardiaca del TNFa conduce al desarrollo de HC (Funakoshi et al., 2002)
y que la expresion de esta citoquina esta aumentada en modelos animales de HC y en
pacientes con IC (Hori y Yamaguchi, 2013; Sun et al., 2007) mostrando sus efectos
deletéreos sobre la estructura y funcién del cardiaca a través del aumento en la

inflamacién y el remodelado cardiaco.

Al igual que ocurre en el caso del TNFa, en nuestro estudio el nivel de expresién
proteica de la iNOS cardiaca estuvo aumentado significativamente respecto al grupo
CONTROL. La iNOS es una de las enzimas implicadas en los mecanismos de dafio
celular asociados al proceso de inflamacién, debido principalmente a que tanto el
TNFa como el NFkB inducen su expresion (Aktan, 2004; Funakoshi et al., 2002;
Rastaldo et al., 2007). La sobreexpresion de la iNOS cardiaca aumenta en gran medida
la sintesis de NO, que una vez reacciona con el radical O, produce peroxinitrito, una

ROS especialmente danina que ha sido asociada con una mayor inflamacién cardiaca,
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el infiltrado de macrdéfagos, la fibrosis y el desarrollo de HC (Mungrue et al., 2002;

Pacher et al., 2007).

Asi mismo, la expresion proteica de la subunidad p22phox de la NADPHox
aumenté en los corazones de las ratas que recibieron aldosterona y en las células H9c2
estimuladas con aldosterona en comparacion con los grupos CONTROL.
Adicionalmente, en las células H9c2 estimuladas con aldosterona, la sobreexpresién de
p22phox estuvo acompafiada del aumento en produccion de O, y de la disminucién
de la supervivencia celular, ambas de manera significativa respecto al grupo CONTROL.
Por el contrario, el bloqueo del RM mediante la co-incubacidn con espironolactona de
las células estimuladas con aldosterona, previno la sobreexpresion proteica de
p22phox y el aumento en la produccidon de ¢0O, y mejord la supervivencia celular
respecto al grupo ALDO. La aldosterona es uno de los factores que promueven el
aumento en la produccidon de ROS (Bayorh et al., 2011; Sun et al., 2002). Numerosos
grupos de investigacidon han demostrado que la aldosterona, a través del RM, induce la
expresion de la subunidad p22phox tanto a nivel renal, como vascular y cardiaco
(Martin-Fernandez et al., 2014a; Park et al., 2004; Sun et al., 2002), aumentando el
estrés oxidativo e induciendo una mayor inflamacion y fibrosis. Asi mismo, estudios in
vitro, entre los que se incluyen ensayos con cardiomiocitos, han demostrado que la
estimulacion con aldosterona produce un aumento de la muerte celular a través del
incremento en la generacion de ROS (Ding et al., 2012; Patni et al., 2007) y de la
activacion de moléculas pro-apoptdticas (Chen et al., 2009; Kitada et al., 2012; Shi et
al., 2016; Xiao et al., 2013). En cardiomiocitos de rata estimulados con aldosterona se

demostré que la muerte celular inducida por la acumulacién de ROS es consecuencia
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de la sobreactivacion de la NADPHox El uso de antagonistas del RM o de antioxidantes
como la N-acetilcisteina o el tempol redujo la actividad de la NADPHox y la
sobreproduccidon de ROS, previniendo la muerte celular(Hayashi et al., 2008; Rude et
al., 2005). Por tanto, teniendo en cuenta nuestros resultados in vivo e in vitro y los
antecedentes citados, la aldosterona estaria aumentando la expresidn proteica
cardiaca de p22phox mediante la activacion del RM. Una mayor expresion de p22phox
estaria induciendo el dafo oxidativo a través del aumento en la produccién de ROS.
Esto contribuiria al desarrollo de la mayor inflamacién vy fibrosis cardiaca observada en
las ratas del grupo ALDO y de la menor supervivencia celular obtenida en las células

estimuladas con aldosterona.

Por otra parte, en el grupo ALDO+PRO80 se observé que el CD68 estaba disminuido
significativamente comparado con el grupo ALDO. Este resultado demuestra una
menor presencia de macréfagos y por tanto sugiere un menor grado de inflamacién
promovido por las proantocianidinas. Recientemente se ha demostrado que uno de los
efectos antiinflamatorios de la proantocianidinas radica en su propiedad para bloquear
la diferenciacion de los monocitos a macréfagos, reduciéndose asi el infiltrado de
éstos, acompanado de una menor expresién de sus marcadores de membrana, como

el CD68, y de una menor respuesta inflamatoria (Mohana et al., 2015).

A su vez, las proantocianidinas redujeron los niveles cardiacos de expresion
proteica del TNFa y de la iNOS en el grupo ALDO+PROS80 respecto al grupo ALDO. Estos
resultados indican que PRO80 disminuyd la inflamacion y la oxidacién cardiaca

producida por la aldosterona. Estudios realizados tanto in vitro e in vivo en modelos
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animales asi como en humanos, han revelado que las proantocianidinas son capaces
de modular directamente la expresion de factores clave implicados en los mecanismos
de inflamacién y oxidacién (Cos et al., 2004). Se ha demostrado en linfocitos T
humanos que las proantocianidinas reducen tanto la expresiéon del NFkB como su
actividad, uniéndose directamente a él y bloqueando su accidén (Mackenzie et al.,
2009). Ademds, se ha demostrado en células humanas de intestino que las
proantocianidinas bloquean la unién del TNFa a su receptor uniéndose a éste,
impidiendo en consecuencia la activacion del NFkP dependiente del TNFa (Erlejman et
al., 2008). De esta manera, la expresidén de aquellas proteinas cuya transcripcion esta
regulada por el NFkB, como son el TNFa y la iNOS, disminuye, lo que se traduce en un
menor estrés oxidativo e inflamacidn (Cos et al., 2004; Nandakumar et al., 2008). El
efecto de las proantocianidinas sobre la disminucion en la expresion de la iNOS
observado en nuestro estudio, ha sido documentado también en macréfagos activados
de ratén donde la administracidon de un extracto rico en proantocianidinas procedente
de semilla de uva, mostrd la capacidad de disminuir la actividad transcripcional del
factor NFkB en un 40% y de bloquear en consecuencia la expresion de la iNOS (Terra et

al., 2007).

El tratamiento con proantocianidinas también logré disminuir la expresién cardiaca
de p22phox en el grupo ALDO+PRO80 en comparacion con el grupo ALDO. Asi mismo,
en las células H9c2 estimuladas con aldosterona, la expresidon proteica de p22phox
disminuyd significativamente con la co-incubacidon con proantocianidinas respecto al
grupo ALDO. Se ha sugerido que este efecto de las proantocianidinas sobre la

NADPHox estaria mediado por el bloqueo del RM (Martin-Fernandez et al., 2014a). En
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nuestro estudio, dicho efecto fue similar al obtenido con la co-incubacion con el
antagonista del RM espironolactona, lo que apoya la teoria de que las
proantocianidinas estén bloqueando el RM. Adicionalmente, la co-incubacién con
proantocianidinas de las células H9c2 estimuladas con aldosterona previno por
completo el aumento en la produccién de 0, vy la disminucion de la supervivencia
celular. Nuevamente, este efecto fue comparable al obtenido con la co-incubacién con
espironolactona. En el caso de la co-incubaciéon a dosis maximas, los niveles de
produccién de ¢0, en las células fueron incluso significativamente menores con las
proantocianidinas que con la espironolactona, lo que muestra la mayor capacidad
antioxidante de las proantocianidinas. Uno de los mecanismos mediante los cuales las
proantocianidinas reducen la cantidad de ROS es a través de la disminucién de la
expresion y actividad de la NADPHox (Alvarez et al.,, 2012). Como antioxidantes
naturales, se ha demostrado que las proantocianidinas tienen la capacidad de reducir
el dafo celular producido por las ROS y por tanto de disminuir la respuesta
inflamatoria asociada al aumento del estrés oxidativo (Kruger et al., 2014). Ademas,
promueven la expresidon de enzimas antioxidantes (Chiang et al., 2006) y reducen la
expresion de enzimas pro-oxidantes, como la NADPHox (Alvarez et al., 2012). Al igual
gue los antagonistas del RM, las proantocianidinas también han demostrado la
capacidad de prevenir la muerte celular, lo que ha sido asociado a sus efectos
antioxidantes principalmente. En un estudio previo realizado en cardiomiocitos de
pollo estimulados con perdxido de hidrégeno, la co-incubacién con un extracto de uva
rico en proantocianidinas previno la sobreproduccién de ROS, mejorando la
supervivencia celular (Shao et al., 2003). En otro estudio llevado a cabo en un modelo

de isquemia en células H9c2 se demostrdé que a concentraciones micromolares las

204



VI. Discusion

proantocianidinas aumentaron la expresion de enzimas antioxidantes como la SOD1
resultando en una menor cantidad de ROS y una mayor supervivencia celular (Du et al.,

2007).

Tomados en conjunto, nuestros resultados in vitro muestran que las
proantocianidinas protegen frente a la muerte celular, la produccién de O, y el
aumento en la expresion proteica de p22phox inducidas por la aldosterona. Estos
resultados, similares a los obtenidos con el antagonista del RM espironolactona,
apoyan la teoria de que las proantocianidinas estén actuando a través del bloqueo del

RM.
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2. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA
EXPRESION PROTEICA CARDIACA DE SGK1, ENAC,
NEDD4-2 Y pNEDD4-2 EN RATAS A LAS QUE SE LES
ADMINISTRO ALDOSTERONA

En el presente estudio, la expresion proteica del SGK1 cardiaco aumenté
significativamente en el grupo de ratas ALDO respecto al grupo CONTROL. Asi mismo,
la estimulacion de células H9c2 con aldosterona produjo un aumento significativo de la
expresion proteica del SGK1 respecto al grupo CONTROL. La activacidon del RM por
parte de la aldosterona estaria dando lugar al aumento de la expresidn proteica del
SGK1 observado. Estudios previos han demostrado que la expresién del SGK1 aumenta
con la activaciéon del RM (Lang et al., 2009; Pearce, 2001), estando inhibida por los
antagonistas del mismo (Lang et al., 2006; Lang y Stournaras, 2013; Martin-Fernandez
et al., 2014b). La aldosterona induce la transcripcién del SGK1 a los 30 minutos de ser
afadida en células del TCC en cultivo y no requiere la sintesis de nuevas proteinas, lo
gue indica que el SGK1 es un gen activado como respuesta temprana a la aldosterona
(Naray-Fejes-Toth y Fejes-Toth, 2000). En el anterior estudio, el bloqueo del RM inhibid
los efectos de la aldosterona sobre la transcripcion del SGK1. En ensayos realizados en
ratas a las que se les administré aldosterona, el aumento en la transcripcion del SGK1
fue detectado al cabo de 1 hora en el rifién y el colon (Bhargava et al., 2001). Asi
mismo, en el corazén de ratas a las que se les administré aldosterona mas sal, la
expresion génica del SGK1 cardiaco aumentd, mientras que el bloqueo del RM por la

espironolactona previno su sobreexpresion (Martin-Fernandez et al., 2014a).
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Los niveles cardiacos elevados de SGK1 estuvieron acompafiados de la
sobrexpresion proteica cardiaca del CTGF, el TNFa y la iNOS en los corazones de las
ratas ALDO en comparacion con las ratas CONTROL. El SGK1 podria ser uno de los
factores clave que esté mediando el aumento en la expresién de dichas proteinas,
contribuyendo a través de ellas al desarrollo de la fibrosis, la inflamacién y la oxidacién
cardiaca. Como se ha demostrado en investigaciones previas, el SGK1 media la
activacion de importantes factores de transcripcién implicados en fibrosis, inflamacion
y oxidacidn, entre los que destaca el NFkB (Tai et al., 2009; Terada et al., 2012). El NFkf
permanece normalmente inhibido en el citoplasma por la unién a su represor IkB. Sin
embargo, el SGK1 activa por fosforilacidon a la quinasa IKKB, que fosforila a su vez al
IkB, liberando de esta manera al NFkB (Lang et al., 2006; Tai et al., 2009; Terada et al.,
2012). El SGK1, a través de la activacion del NFkB, promueve la expresion del CTGF
(Terada et al., 2012), del TNFa (Kolattukudy y Niu, 2012) y de la iNOS (Aktan, 2004),
contribuyendo al desarrollo de la fibrosis, la inflamacion y la sobreproduccién de ROS

como el NO y el peroxinitrito.

Por otra parte, nuestros resultados muestran por primera vez que las tres
subunidades del ENaC se expresan en el corazén y que ademas la aldosterona estimula
la sobreexpresidon proteica cardiaca de la subunidad yENaC. Estudios previos han
descrito que este canal se expresa fundamentalmente en el pulmén (Matsushita et al.,
1996), rifidn (Ciampolillo et al., 1996; Duc et al., 1994) y colon (Duc et al., 1994) y que
la aldosterona, dependiendo del tejido, aumenta la expresidon de una u otra de sus
subunidades estimulado asi la captacién de sodio (Garty, 2000; Masilamani et al.,

1999). Sin embargo, no existen datos acerca de su expresién a nivel cardiaco. La
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sobreexpresion del yENaC que observamos en el grupo ALDO, podria deberse tanto al
aumento de la activacién del RM cardiaco por parte de la aldosterona como a la
sobreexpresién del SGK1 cardiaco. El RM, una vez activado por la aldosterona, se
transloca al nucleo para inducir directamente la transcripcion del ENaC (Garty, 2000;
Lang et al., 2009; Masilamani et al., 1999). Sin embargo, se ha sefialado que el SGK1
también podria inducir por si mismo, independientemente del grado de activacidn del
RM, la expresion del ENaC mediante la fosforilacion de determinados factores de
transcripcion implicados en la regulacién de la transcripcién del ENaC (Boyd y Naray-
Fejes-Toth, 2005; Lang et al., 2006; Lang et al., 2014). En nuestro estudio, la
sobreexpresion proteica del yENaC cardiaco observada en el grupo ALDO respecto al
grupo CONTROL, sugiere que la aldosterona estaria promoviendo un aumento en la
captacién cardiaca de sodio a través del ENaC. Un estudio previo demostré que la
aldosterona indujo la sobreexpresion del yENaC sin alterar la expresion basal del
aENaC ni del BENaC, en células del epitelio endometrial murino (Tsang et al., 2001). En
dicho estudio, la corriente de entrada de sodio debida al ENaC aumentd en gran
medida por la aldosterona, mientras que el silenciamiento génico del yENaC con ARN
antisentido redujo drasticamente dicha corriente. Otro estudio realizado en oocitos de
xenopus laevis concluyd que la subunidad yENaC es fundamental para que el ENaC
alcance su capacidad maxima en la captacion del sodio extracelular, estabilizando el
trimero aBy (Konstas y Korbmacher, 2003). Por tanto, la sobreexpresion del yENaC
cardiaco observada en el grupo ALDO de nuestro estudio, podria estar promoviendo
por si sola la entrada de sodio independientemente del nivel de expresion del resto de

subunidades, mejorando ademas la estabilidad del trimero afy.
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El ENaC ha sido ampliamente estudiado en el riién, donde el aumento en su
expresién y/o actividad se traduce en una captacion masiva de sodio y en el desarrollo
de HTA, que sostenida en el tiempo, lleva a la HC (Bubien, 2010; Fuller y Young, 2005;
Schild y Kellenberger, 2001; Wulff et al., 2002; Zaika et al., 2013). Sin embargo hasta el
momento, no se ha estudiado el papel del ENaC en el aumento de la captacion de
sodio en el corazén y su relacién con la HC inducida por la aldosterona. El presente
trabajo aporta datos novedosos sobre como la aldosterona podria estar aumentando
la entrada de sodio en el corazdn a través de la regulacion al alza del yENaC cardiaco.
La captacidn excesiva de sodio en el corazén estaria relacionada con las alteraciones
estructurales y funcionales observadas en los corazones del grupo ALDO. Dada la
importancia del sodio en la electrofisiologia cardiaca, el mantenimiento de su
equilibrio iénico resulta imprescindible para el correcto funcionamiento del corazén.
Durante el desarrollo de la HC, se produce un desajuste en la homeostasis idnica
estimulada por cambios en la expresion génica de transportadores iénicos (Pogwizd et
al., 2001), especialmente en los transportadores cardiacos implicados en la captaciéon
de sodio (Cingolani y Ennis, 2007; Nakamura et al., 2008) como seria el ENaC. En la HC,
como consecuencia del cambio en la expresidon de los transportadores de sodio, la
captacion del mismo en el corazén estd aumentada. Este efecto ha sido demostrado en
estudios previos realizados en modelos celulares y animales de HC, donde se ha
observado un incremento particularmente elevado de la [Na']icardiaca (Coppini et al.,
2013; Verdonck et al., 2003a, b). El aumento en la captacién de sodio en el corazén
supone a su vez un factor determinante en la transicion de la HC a la IC, empeorando

la funcion diastélica y aumentando el riesgo de arritmias ventriculares (Cingolani y
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Ennis, 2007; Coppini et al., 2013; Louch et al., 2010; Popov et al., 2012; Verdonck et al.,

2003b).

La sobreexpresion del SGK1 y del yENaC, estuvo acompafiada por un aumento de la
expresion del Nedd4-2 cardiaco, descrito por primera en el presente estudio.
Teniendo en cuenta que la funcién principal del Nedd4-2 es disminuir la cantidad de
canales ENaC favoreciendo su degradacién, su sobreexpresion en el grupo ALDO puede
interpretarse como un mecanismo compensatorio ante el posible aumento en la
captacién de sodio mediado por el aumento en la expresion del yENaC cardiaco. De
manera similar al ENaC, el Nedd4-2 ha sido estudiado fundamentalmente el rifiéon
(Goel et al., 2015; Yang y Kumar, 2010). En corazén, se ha demostrado su expresién
relacionandolo con la regulacién de otros canales de sodio (Albesa et al., 2011; van

Bemmelen et al., 2004).

La sobreexpresion del Nedd4-2 cardiaco observada en el grupo de ratas ALDO,
estuvo acompaiiada a su vez de un aumento significativo de pNedd4-2, asi como de la
relacion pNedd4-2/Nedd4-2 total, respecto al grupo CONTROL. Estos resultados
indican que en el grupo ALDO, a pesar del aumento en la expresién del Nedd4-2, el
SGK1 sobreexpresado estaria promoviendo la fosforilaciéon y consecuente inhibicidn
del mismo. La inactivacion del Nedd4-2 aumentaria en consecuencia el niumero de
canales ENaC cardiacos y por tanto del sodio captado a través de ellos. Se ha
demostrado que el SGK1 interacciona con el Nedd4-2 fosforilandolo en la serina 436

(Chandran et al., 2011; Debonneville et al., 2001). Esta fosforilacion reduce la
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capacidad del Nedd4-2 para ubiquitinar a las subunidades del ENaC para que sean
degradadas en el proteosoma, llevando a un incremento en la expresién del ENaCen la
superficie celular (Debonneville et al., 2001). La fosforilacidon del Nedd4-2 realizada por
el SGK1 promueve la union del pNEdd4-2 a la proteina de anclaje 14-3-3, formando un
complejo estable que protege al pNedd4-2 frente a la desfosforilacion (Ichimura et al.,
2005). En consecuencia, pNedd4-2 aumenta y estimula en gran medida la captacion de

sodio a través del ENaC (Lang et al., 2014).

En conjunto, la sobreexpresién del SGK1, del yENaC y de la relacién pNedd4-
2/Nedd4-2 en el grupo ALDO comparado con el grupo CONTROL, sugieren que la
aldosterona estaria estimulando el aumento de la entrada de sodio en el corazén a
través del ENaC. La mayor entrada de sodio en las células cardiacas resultante
contribuiria en gran medida al desarrollo de la HC y la disfuncidn diastdlica observadas

en el grupo ALDO.

Los resultados obtenidos por la administracion de aldosterona fueron bloqueados
o anulados por el tratamiento con proantocianidinas. La expresion proteica cardiaca
del SGK1 en el grupo ALDO+PRO80 disminuyd significativamente respecto al grupo
ALDO. A su vez, la co-incubacién con proantocianidinas también disminuyé Ia
sobreexpresidon proteica del SGK1 en las células estimuladas con aldosterona. Este
efecto fue comparable al obtenido con la co-incubacién con espironolactona. Este
resultado en particular, junto a los obtenidos en el modelo experimental animal,

contribuye significativamente a la hipdtesis de la actuacién de las proantocianidinas
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como posibles antagonistas del RM. Como consecuencia, y a la vista de los resultados
obtenidos en este trabajo, las proantocianidinas se presentarian como una posible
terapia alternativa para las alteraciones cardiacas asociadas a la estimulacidon del RM
por la aldosterona. Estudios previos han demostrado los efectos beneficiosos del uso
de los antagonistas del RM sobre el desarrollo de la HC y en el tratamiento de la IC,
reduciendo la fibrosis, la inflamacidn y el estrés oxidativo en el corazén, mejorando en
consecuencia la funcién cardiaca (Capuano et al., 2002; Michea et al., 2008; Ohtake et
al., 2014; Young, 2008; Young et al., 2007). El bloqueo del RM mediante el uso de sus
antagonistas ha mostrado su utilidad en el manejo de pacientes con enfermedad
cardiaca. El uso de espironolactona en pacientes con IC en el estudio RALES (Pitt et al.,
1999) y el de eplerenona en pacientes que habian sufrido IAM en el estudio EPHESUS
(Pitt et al., 2005), mejord el prondstico de la enfermedad y redujo la mortalidad en
ambos casos. Al igual que los antagonistas del RM, las proantocianidinas parecen tener
la capacidad de bloquear el RM. Un estudio previo demostré que un extracto rico en
proantocianidinas disminuia la expresidn in vitro del RM vy lograba mimetizar los
efectos de la espironolactona in vivo en el modelo en rata de aldosterona mas sal

(Martin-Fernandez et al., 2014a).

La disminucién de la expresion proteica del SGK1 cardiaco en el grupo
ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO estaria relacionada a su vez con la disminucion
en la expresidn proteica cardiaca de los factores CTGF, TNFa e iNOS, lo que estaria
relacionado con la mejora estructural y funcional observada en los corazones del grupo
ALDO+PROS8O0. Este efecto sobre dichos factores podria estar mediado por una menor

activacion del NFkB y una menor expresion del TGFB como resultado de la bajada en la
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expresion del SGK1 observada en el grupo ALDO+PRO80. Estudios previos demuestran
gue la inactivacién del SGK1 disminuye el grado de activacién del NFkB, lo que se
traduce en una menor expresién de proteinas relacionadas con la fibrosis, la
inflamacién y la oxidacién, entre las que se encuentran el CTGF, el TNFa y la iNOS
(Gilmore y Herscovitch, 2006; Leroy et al., 2009; Terada et al., 2012). Asi mismo, se ha
demostrado que en el corazén el SGK1 aumenta la expresion del TGFB y éste del CTGF,
llevando al desarrollo de fibrosis (Chen et al., 2000; Martin-Fernandez et al., 2014b). En
concordancia, una menor expresién del SGK1 ha sido relacionada con una menor
fibrosis cardiaca a través de la disminucion de dichos factores pro-fibréticos (Martin-

Fernandez et al., 2014a).

Asi mismo, las proantocianidinas redujeron la expresion aumentada por la
aldosterona del yENaC en el grupo ALDO+PR0O80. En el presente trabajo se muestra
por primera vez que las proantocianidinas pueden bloquear la sobreexpresion del
ENaC cardiaco. Tanto el RM activado por aldosterona como el propio SGK1 activarian
mediante mecanismos distintos la transcripcion del ENaC en el grupo ALDO+PROS80.
Por ello, el posible bloqueo del RM y/o la disminucién en la expresion proteica cardiaca
del SGK1 explicarian la disminucién de la expresién proteica del yENaC en el corazén
de las ratas ALDO+PRO80. La disminucién de la expresion de yENaC en el grupo
ALDO+PRO80 estuvo acompanada de la reduccioén en los niveles cardiacos del pNedd4-
2 en comparaciéon con el grupo ALDO. Debido a que la fosforilacién de Nedd4-2 esta
atribuida al SGK1, la disminucidon en los niveles proteicos del pNedd4-2 cardiaco
encontrados en el grupo ALDO+PRO80 estarian directamente relacionados con la

reduccién en la expresion del SGK1. La relacion pNedd4-2/Nedd4-2 en el grupo
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ALDO+PRO80 disminuyd respecto al grupo ALDO lo que indica que la mayoria del
Nedd4-2 cardiaco no estaba inhibido por el SGK1, si no que se encontraba en su forma
funcional. Este resultado sugiere que el tratamiento con PRO80 estimuld el mecanismo
de degradaciéon del ENaC a través de la activacion de Nedd4-2 en el grupo
ALDO+PR0O80. En consecuencia, el tratamiento con PRO80 estaria impidiendo en las
ratas del grupo ALDO+PR0O80 la entrada masiva de sodio en el corazén a través del
ENaC, previniendo el desarrollo de las alteraciones cardiacas asociadas al exceso de

sodio.

Por tanto, la reduccién en la expresién proteica cardiaca del yENaC asi como en la
relacion pNedd4-2/Nedd4-2 total sugiere que el tratamiento con PRO80 estaria
confiriendo proteccion al corazén frente al aumento en la captacion de sodio
promovida por la aldosterona a través del ENaC. Este efecto parece estar mediado por
el bloqueo del RM cardiaco por PRO80 y por la disminucion de la expresion del SGK1.
La disminucién de la entrada masiva de sodio en el corazdn, estaria relacionado con el
menor grado de HC y la mejora en la funcidon cardiaca observada en el grupo

ALDO+PRO80 comparado con el grupo ALDO.

En la figura 48 se representan en un esquema las acciones inhibidoras que PRO80
estaria promoviendo sobre el mecanismo de captacién de sodio a través del ENaC

inducido por la aldosterona.
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Figura 48. Mecanismo de accién de la aldosterona sobre la captacion de sodio a través del ENaC en el
corazon (izquierda) y efecto de las proantocianidinas sobre el mismo (derecha). La administracion de
aldosterona activa el RM en las células (izquierda), lo que induce el aumento en la expresion proteica
cardiaca de SGK1 y yENaC. A su vez, SGK1 promueve la inactivacién de Nedd4-2 por fosforilacion, lo que
protege al ENaC de su degradacién. Como consecuencia, la aldosterona aumentaria la captacién de
sodio en el corazoén a través del ENaC. Por su parte, PRO80 bloquearia la unién de la aldosterona al RM
(derecha) disminuyendo la expresién proteica de SGK1 y yENaC y el nivel de fosforilacion de Nedd4-2, lo
que reduciria la captacion de sodio en el corazén a través del ENaC. ALDO, aldosterona; PRO80, extracto
con un 80% de proantocianidinas; RM, receptor de mineralocorticoides; SGK1, quinasa regulada por
suero y glucocorticoides tipo 1; Nedd4-2, ubiquitina ligasa E3 precursor neuronal de células en

desarrollo regulado a la baja 4-2; ENaC, canal epitelial de sodio; P, fosforilacion.
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3. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON PRO80 SOBRE LA
EXPRESION PROTEICA CARDIACA DE MEDIADORES
RELACIONADOS CON EL TRANSPORTE DE POTASIO,
SODIO Y CALCIO EN RATAS A LAS QUE SE LES
ADMINISTRO ALDOSTERONA

Las alteraciones estructurales y funcionales observadas descritas hasta el
momento en el grupo ALDO estuvieron acompafiadas de cambios en la expresién
proteica cardiaca de los transportadores idnicos ROMK, Na*/K*ATPasa (subunidad a1),
NHE1, Ca,1.2 (subunidad alC) y NCX1 y en la auto-fosforilaciéon y oxidacion de la
proteina CaMKII. Estas proteinas estan implicadas en el mantenimiento del equilibrio
idnico cardiaco. En el grupo ALDO+PRO80, el tratamiento con PRO80 previno los
cambios inducidos por la aldosterona en la expresién proteica cardiaca de dichos
transportadores idnicos y la auto-fosforilacion y oxidacién de la CaMKII. A través de la
regulacién de las proteinas estudiadas, PRO80 podria estar contribuyendo a
restablecer el equilibrio idnico alterado por la administracion de aldosterona, lo que
ayudaria a prevenir los cambios estructurales y funcionales cardiacos inducidos por la

hormona.

3.1 Canal de potasio medular exterior renal, ROMK

La administracion de aldosterona produjo la sobreexpresion proteica del ROMK en

los corazones de las ratas ALDO comparado con el grupo CONTROL. En el presente
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trabajo se muestra por primera vez que la aldosterona produce el aumento en la
expresion del ROMK en el corazén. Estudios previos han demostrado que en el rifidn,
la aldosterona induce la expresion del ROMK (Beesley et al., 1998; Wald, 1999) y que el
SGK1 estimula su actividad (Lang et al., 2006; Welling y Ho, 2009; Yoo et al., 2003). Por
tanto la sobreexpresién cardiaca del SGK1 observada en el grupo ALDO podria estar
aumentando por fosforilacidon la actividad del ROMK cardiaco. La sobreexpresiéon y
estimulacion del ROMK renal por la aldosterona aumenta la salida celular de potasio
dando lugar a una mayor excrecion renal de potasio (Beesley et al., 1998; Yoo et al.,
2003). Aunque se ha demostrado que los niveles de expresién del ROMK cardiaco son
comparables a los de otros miembros de la familia Kir tradicionalmente estudiados en
el corazén, como el Kir2.1 (Han et al., 2010; Spector et al., 2008), actualmente no
existen estudios sobre la sobreexpresién o sobreactivacion del ROMK cardiaco o Kirl.1.
Los canales Kir solo permiten la salida de potasio cuando las células estan al final de la
fase de repolarizacién y durante la fase de reposo, por lo que su principal funcién es la
de contribuir a alcanzar y mantener el potencial de reposo (Anumonwo y Lopatin,
2010). Por tanto, al igual que los demas canales Kir cardiacos, se ha sugerido que el
ROMK estaria favoreciendo la repolarizacién cardiaca (Han et al., 2010; Spector et al.,
2008) de manera que cambios en su actividad o expresidon podrian tener efectos
perjudiciales. Estudios previos han relacionado la sobreexpresion de los canales Kir con
alteraciones cardiacas, como las arritmias (Ehrlich, 2008) y el desarrollo de HC (Li et al.,
2004). Se ha demostrado en ratones transgénicos que la sobreexpresion del Kir2.1
cardiaco conduce al desarrollo de HC y al aumento de la corriente de salida de potasio
durante la repolarizacién en los cardiomiocitos de dichos ratones, acortandose la

duracién del potencial de accién (Li et al., 2004). Adicionalmente, se ha relacionado el
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aumento en la expresion de los canales Kir con el grado de disfuncidén ventricular,
habiéndose encontrado niveles de expresién génica y proteica elevados de distintos
canales Kir cardiacos en corazones de pacientes con cardiopatia dilatada y disfuncién
ventricular (Ortega et al., 2015; Szuts et al., 2013). Asi mismo, la sobreexpresion del
ROMK ha sido relacionada con el desarrollo de HTA (Hoagland et al., 2004; Sonalker et
al., 2004), mientras que polimorfismos de pérdida de funcion o su inhibicidn
farmacoldgica protegen frente a la misma (Fang et al., 2010; Garcia y Kaczorowski,
2014; Ji et al., 2008). Teniendo en cuenta los antecedentes citados, podriamos
proponer que la sobreexpresion del ROMK en el grupo ALDO y su posible
sobreactivacion por el SGK1 favorecerian el desarrollo de HTA asi como la salida de
potasio durante la fase de repolarizacion en las células cardiacas. En el corazén, esta
situacidon podria dar lugar a un desajuste en el equilibrio idnico que promoveria las
alteraciones en la funcién cardiaca y el desarrollo de la HC observadas en el grupo

ALDO.

En el presente estudio, las proantocianidinas disminuyeron significativamente la
expresion proteica cardiaca del ROMK en el grupo de ratas ALDO+PRO80 comparado
con el grupo ALDO. Diversos estudios llevados a cabo en modelos animales y celulares
donde se sobreexpresaron o estimularon los canales Kir, han demostrado los efectos
beneficiosos de la disminucién de los niveles de expresion y/o la actividad de los
canales Kir cardiacos, resultando en la mejora de la funcidon cardiaca y disminuyendo el
riesgo de arritmias (Hattori et al.,, 2012; Ortega et al., 2015; Szuts et al., 2013). La
disminucion de la expresion del ROMK en el grupo ALDO+PRO80 podria haber

contribuido al restablecimiento de la corriente de salida de potasio durante la
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repolarizacién. Por tanto, se podria sugerir que el tratamiento con PRO80 lo estaria
mejorando la funcién cardiaca y disminuyendo el grado de HC observada en el grupo

ALDO a través de la regulacion del ROMK.

3.2 Bomba de sodio-potasio dependiente de ATP, Na*/K’

ATPasa: subunidad al

La expresidn cardiaca de la subunidad al de la bomba Na*/K*ATPasa disminuyé en
el grupo de ratas ALDO en comparacion con el grupo de ratas CONTROL. Estudios
previos realizados en modelos celulares y animales de HC asi como en pacientes con
HC e IC han demostrado que en dichas patologias existe una disminucién en la
expresion y en la actividad de la bomba Na*/K*ATPasa cardiaca que ha sido asociada al
aumento de las ROS (Kjeldsen, 2003; Liu et al., 2006; Mihailidou et al., 2000; Xie et al.,
1999). En cardiomiocitos, se ha observado que una mayor produccién de ROS estd
relacionada con la oxidacién de las subunidades a y B de la Na*/K*ATPasa dando como
resultado la inhibicién de su actividad y su degradacion (Liu et al., 2012). Por otro lado,
estudios previos llevados a cabo en ratones knock-out para uno de los alelos de la
subunidad al de la bomba Na’/K'ATPasa, demostraron que la menor expresion de
dicha subunidad afecté a la capacidad contractil de los corazones y a la funcién
cardiaca de los animales (Dostanic et al., 2004; James et al., 1999). Asi mismo, un
estudio realizado en cardiomiocitos de perro con HC demostrd que la disminucién de
la actividad de la Na®/K'ATPasa cardiaca estuvo acompafiada del aumento en la

entrada de sodio afectando a la contractilidad del corazon (Verdonck et al., 2003a).
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Adicionalmente, estudios sobre el remodelado cardiaco post-infarto realizados en
ratas, indicaron que tanto la actividad de la Na*/K*ATPasa cardiaca como la salida de
sodio y la entrada de potasio disminuyeron, alterando la contractilidad cardiaca
(Stefanon et al., 2009). Por tanto, la disminucién de la expresién de la Na*/K*'ATPasa
cardiaca observada en el grupo ALDO, junto con el aumento en la expresion del yENaC
observada en el mismo grupo, estarian participando en la alteracién de la homeostasis
idnica del sodio cardiaco. Se ha demostrado ampliamente que el desajuste en la
homeostasis del sodio en el corazén juega un papel fundamental en el desarrollo de
multiples patologias cardiacas entre las que se incluyen la HC y la IC (Allen y Xiao, 2003;
Engelhardt et al., 2002; Ingwall, 1995; Schmidt y Kjeldsen, 1997). Por ejemplo, se ha
comprobado que la capacidad contractil del miocardio es altamente sensible a los
cambios en las concentraciones de sodio dentro y fuera de la célula y que el aumento
en la captacidon de sodio promueve la disfuncidn diastdlica y la transicién de HC a IC
(Abete y Vassalle, 1988; Coppini et al., 2013; Hilgemann et al., 2006; Popov et al.,
2012). Por tanto, nuestros resultados sugieren un desequilibrio en el balance del sodio
cardiaco inducido por la aldosterona que contribuiria a la disfuncion diastélica e HC

observadas en el grupo ALDO.

Por otro lado, en el grupo ALDO+PRO80 la expresion cardiaca de la subunidad al
de la Na*/K'ATPasa aumentd significativamente en comparacién con el grupo ALDO.
Debido a la posible relacion entre la disminuciéon de la expresién proteica de la
Na'/K'ATPasa y el estrés oxidativo citado anteriormente, cabria proponer que el
aumento observado en el grupo ALDO+PR0O80 podria deberse al efecto inhibidor de

PRO8O0 sobre la expresion proteica cardiaca de p22phox e iNOS. Como consecuencia,
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las proantocianidinas disminuirian la produccién de ROS estimulada por la aldosterona
en las células cardiacas, protegiendo a la Na*/K'ATPasa de la oxidacién y posterior
degradacion. Un estudio previo ha demostrado que la capacidad antioxidante de las
proantocianidinas protege frente a la sobreproducciéon de ROS en modelos animales de
isquemia-reperfusion, evitando la oxidacién y degradacién de la Na*/K*ATPasa (Zhao et
al., 2010). Otros estudios realizados en modelos celulares y animales de HC han
demostrado que la disminucidn de las ROS mediante el uso de antioxidantes como la
vitamina C o el extracto de té verde rico en catequinas protegen a la Na*/K'ATPasa
cardiaca frente a la oxidacidn y degradacidon mediada por las ROS (Priyadarshi et al.,
2003; Xie et al., 1999). Se ha demostrado que el restablecimiento de la actividad y/o
expresion de la Na'/K'ATPasa protege frente al incremento de la entrada sodio en
cardiomiocitos procedentes de animales con IC, mejorando la funcién cardiaca,
evitando la disfuncién contractil y reduciendo la aparicién de arritmias (Bers y Despa,
2009; Doshi y Marx, 2009). Por tanto, el aumento en los niveles proteicos de la bomba
Na’/K'ATPasa indicaria que las proantocianidinas podrian restablecer, al menos en
parte, la salida de sodio y la entrada de potasio mediados por dicha bomba. Sumado a
la disminucién en la expresién proteica cardiaca del yENaC y el ROMK observadas en el
grupo de ratas ALDO+PR0O80, nuestros resultados sugieren que el tratamiento con
PRO80 estaria contribuyendo a restaurar el equilibrio idnico del sodio y el potasio en
los corazones de las ratas ALDO+PRO80. Estos resultados estarian relacionados con la

mejora en la funcion cardiaca observada en dicho grupo.
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3.3 Intercambiador de sodio-hidréogeno tipo 1, NHE1

La expresion proteica del NHE1 aumentd significativamente en los corazones de
las ratas del grupo ALDO comparado con el grupo CONTROL. Estudios previos
realizados en cardiomiocitos de rata han demostrado que la aldosterona, a través de la
activacion del RM, estimula la expresién del NHE1 resultando en la entrada masiva de
sodio en las células y en su hipertrofia (Cingolani y Ennis, 2007; Karmazyn et al., 2003).
Adicionalmente, se ha demostrado que la sobreexpresion del SGK1 cardiaco aumenta
la fosforilacién del NHE1 cardiaco, lo que estimula su actividad en gran medida
incrementando la entrada de sodio a través del mismo (Voelkl et al., 2012; Voelkl et
al., 2013). Por tanto en el grupo ALDO la sobreexpresién del SGK1 podria haber
estimulado un aumento de la actividad del NHE1 produciendo un probable aumento
de la entrada de sodio en el corazéon. En modelos animales transgénicos se ha
demostrado que la sobreexpresién del NHE1 cardiaco lleva al desarrollo de HC,
disfuncion contractil e IC, encontrandose ademds un aumento exacerbado en la
entrada de sodio en los cardiomiocitos de dichos animales (Mraiche et al., 2011;
Nakamura et al., 2008; Xue et al., 2010). De igual manera, ensayos in vitro han
demostrado que el aumento en la expresion del NHE1 resulta en la captacién masiva
de sodio y en la hipertrofia de los mismos (Jaballah et al., 2015; Mohamed et al.,
2015). La sobreexpresiéon del NHE1 observada en el grupo ALDO de nuestro estudio
acompafiada de la sobreexpresion del yENaC y de la disminucion de la expresion de la
Na’/K'ATPasa sugiere la sobrecarga de sodio en los corazones de dichos animales. Esta
sobrecarga de sodio estaria promoviendo el desarrollo de la HC y las alteraciones

funcionales observadas en los corazones del grupo ALDO.
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En el grupo ALDO+PRO80, la expresién proteica del NHE1 cardiaco disminuyd
significativamente en comparacién con el grupo ALDO. Se ha demostrado que el uso
de antagonistas del RM inhiben la expresion del NHE1 cardiaco reduciendo en
consecuencia la sobrecarga de sodio en los cardiomiocitos y el desarrollo de HC
asociado (Cingolani y Ennis, 2007; Karmazyn et al., 2003). Adicionalmente, se ha
observado que la inhibicion del NHE1 in vitro e in vivo en modelos de HC e IC reduce la
captacidon de sodio en los cardiomiocitos, previene el desarrollo de HC y celular y
mejora la funcidén cardiaca (Baartscheer et al., 2005; Chahine et al., 2005; Morris, 2002;
Wu y Qi, 2012). A su vez, dados los efectos estimulantes del SGK1 sobre el NHE1, se ha
sugerido que los inhibidores de esta quinasa también podrian ser utiles en el control
de la sobrecarga de sodio inducida por el NHE1 y sus consecuencias patoldgicas (Langy
Voelkl, 2013). Como hemos propuestos anteriormente, las proantocianidinas podrian
estar reduciendo la expresién del NHE1 a través del bloqueo del RM. Por tanto,
nuestros resultados sugieren que las proantocianidinas prevendrian la entrada de
sodio a través del NHE1 inducida por la aldosterona, contribuyendo a restablecer la
homeostasis del sodio. Este efecto estaria directamente relacionado con la mejora

estructural y funcional observada en los corazones del grupo ALDO+PROS80.
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3.4 Canal de calcio dependiente de voltaje tipo L, Ca,1.2:

subunidad alC

En nuestro estudio, la expresidn proteica de la subunidad alC del Ca,1.2 cardiaco
aumento significativamente en el grupo ALDO respecto al grupo CONTROL. Estudios
previos han demostrado que la aldosterona aumenta la expresién del Ca,1.2 y la
corriente de entrada de calcio en los cardiomiocitos a través del mismo produciendo
remodelado cardiaco, HC y disfuncién diastélica (Benitah y Vassort, 1999; Martin-
Fernandez et al., 2009). Asi mismo, varios estudios han demostrado que la
sobreactivacion del Ca,1.2 debido a mutaciones de ganancia de funcién, resultan en el
aumento en los niveles de calcio intracelulares durante la sistole y la didstole, lo que
incrementa la contractilidad cardiaca, produce arritmias e induce el remodelado
cardiaco (Dixon et al., 2012; Shaw y Colecraft, 2013; Splawski et al., 2005).
Adicionalmente, se ha observado que el aumento de la corriente de entrada de calcio
por medio del Ca,1.2 aumenta la cantidad de calcio liberado desde el reticulo
endoplasmatico durante la contraccion, lo que altera el acoplamiento EC aumentando
la contractilidad cardiaca y el tiempo necesario para que se dé la relajacion (Bers et al.,
2003). Por tanto, la sobreexpresion de la subunidad alC del Ca,1.2 observada en el
grupo ALDO podria haber aumentado la entrada de calcio afectando a la contractilidad
y distensibilidad de los corazones de las ratas del grupo ALDO contribuyendo a su vez

al desarrollo de disfuncion diastolica.
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Por el contrario, la expresion proteica cardiaca de la subunidad alC del Ca,1.2
disminuyd significativamente en el grupo ALDO+PRO80 en comparacion con el grupo
ALDO. Dicha disminuciéon podria deberse al propuesto papel antagonista del RM de las
proantociandidinas. Estudios previos han demostrado que los antagonistas del RM
disminuyen la expresion del canal Ca,1.2 cardiaco aumentada por la administracion de
aldosterona, restableciéndose el flujo normal de entrada de calcio a través de dicho
canal (Benitah y Vassort, 1999; Wagner et al., 2008). A su vez, se ha demostrado que el
bloqueo del Ca,1.2 tiene efectos beneficiosos en modelos animales de HTA,
disminuyendo el remodelado cardiaco, la HC y la disfuncién diastdlica previniendo la
sobrecarga intracelular de calcio en los cardiomiocitos de dichos animales (Nagasawa
et al., 2015). Asi mismo, en modelos animales de isquemia reperfusion, se ha
observado que el bloqueo del Ca,1.2 mejora la funcidn cardiaca del corazén y reduce el
dafio cardiaco asociado al aumento en la entrada celular de calcio (Viola et al., 2014).
Teniendo en cuenta estos antecedentes, podria plantearse que las proantocianidinas
habrian prevenido en el grupo ALDO+PRO80 la alteracién en el acoplamiento EC y el
acoplamiento ET a través de la disminucion de la expresién de la subunidad alC del
Ca,1.2 cardiaco. Este efecto estaria relacionado con la menor HC y disfuncién diastdlica

observadas en los corazones del grupo ALDO+PROS80.
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3.5 Intercambiador de sodio-calcio tipo 1, NCX1

La aldosterona aumento significativamente la expresion del NCX1 en el grupo ALDO
en comparacion con el grupo CONTROL. Diversas investigaciones han demostrado que
en la HC y la IC, el NCX1 esta sobreexpresado (He et al., 2015; Menick et al., 2007).
Dado que el NCX1 es una proteina crucial en la regulacién de la entrada de calcio en el
cardiomiocito (Menick et al., 2007), su sobreexpresién afecta a las corrientes de calcio,
lo que contribuye al desarrollo de disfuncién diastélica y al riesgo incrementado de

arritmias (Menick et al., 2007).

En el grupo ALDO, el aumento de los niveles de yENaC, NHE1 y la disminucion de
los de la Na*/K'ATPasa apuntan a una mayor entrada de sodio y una menor salida del
mismo, lo que podria haber activado el modo reverso del NCX1. Cuando el
cardiomiocito es estimulado, debido al gran aumento en la entrada de sodio durante Ia
despolarizacién de la membrana, las concentraciones de sodio dentro y fuera de la
célula cambian drasticamente haciendo que el NCX1 actie en modo reverso vy,
expulsando el exceso de sodio e introduciendo calcio a cambio (Despa y Bers, 2013;
Giladi et al., 2016). La relacion entre el aumento en la entrada de sodio y el cambio a
modo reverso del NCX1 ha sido demostrada en numerosos estudios donde, incluso un
modesto aumento de menos de 10mM en la [Na']; de reposo, es suficiente para que el
NCX1 actue en el modo reverso (Bers et al., 2003; Despa y Bers, 2013; Giladi et al.,
2016). Por ejemplo, en un estudio realizado en cardiomiocitos de ratdn, la
estimulacion de los canales de sodio dependientes de voltaje aumenté la corriente de

entrada de sodio activando modo reverso del NCX1 e incrementandose la corriente de
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entrada de calcio (Yan et al., 2015). Ademads, debido a que el modo normal de accién
del NCX1 supone el principal sistema implicado en expulsar fuera de la célula el exceso
de calcio intracelular tras cada contraccion (Despa y Bers, 2013), la induccion de su
modo reverso de manera permanente tiene como consecuencia una eliminacidon mas
lenta del exceso de calcio (Bers et al., 2003). Una tasa de expulsién de calcio mas lenta
puede alterar el acoplamiento EC, lo que ha sido relacionado con el desarrollo de
disfuncién diastodlica y el riesgo aumentado de arritmias (Asp et al., 2013; Bers et al.,

2003).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, parecen indicar la activacién del
modo reverso del NCX1 en el grupo ALDO. Este efecto de la aldosterona contribuiria a
compensar la disminucién en la expresién de la subunidad al de la Na'/K'ATPasa

ayudando a expulsar el exceso de sodio intracelular.

En nuestro estudio, la sobreexpresidon de la subunidad alC del Ca,1.2 y del NCX1,
posiblemente actuando en modo reverso, estarian contribuyendo al aumento de los
niveles cardiacos de calcio en el grupo ALDO. En consecuencia, la homeostasis del
calcio estaria alterada, afectando al acoplamiento EC y promoviendo el acoplamiento
ET, lo que contribuiria a los cambios en la estructura y la funcién cardiacas observadas

en el grupo de ratas ALDO respecto al grupo CONTROL.

El tratamiento con proantocianidinas disminuyd significativamente la expresiéon del
NCX1 cardiaco del grupo ALDO+PRO80 en comparacion con el grupo ALDO. Este efecto

podria ser consecuencia del aumento en la expresiéon de la subunidad al de la
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Na‘/K'ATPasa cardiaca observado en el grupo ALDO+PROS80 respecto al grupo ALDO.
De esta manera, las células cardiacas no necesitarian compensar una posible pérdida
de funcidn de la Na'/K*'ATPasa con la sobreexpresién del NCX1 y su posible cambio al
modo reverso. Como consecuencia, la entrada de calcio asociada al modo reverso del
NCX1 habria sido menor. Numerosos estudios llevados a cabo en modelos animales de
dafno cardiaco por isquemia-reperfusion, HC e IC han demostrado que una menor
actividad del modo reverso del NCX1 estd asociada a una mejora en la funcién
diastdlica a través de la prevencion en la sobrecarga intracelular de calcio (Hobai et al.,
2004; Lee et al., 2005; Satoh et al., 2000; Seki et al.,, 2002; Wei et al., 2007). La
disminucion de la expresion del NCX1 cardiaco junto con la del Ca,1.2 observadas en el
grupo ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO, contribuirian a restablecer la
homeostasis del calcio. Estos resultados estarian relacionados con la mejora en la
funcién diastdlica y el menor grado de HC observados en el grupo ALDO+PRO80

comparado con el grupo ALDO.

La figura 49 muestra los efectos del tratamiento con PRO80 sobre los cambios

producidos por la aldosterona sobre la expresiéon de los transportadores idnicos

cardiacos estudiados a través de un posible efecto antagonista del RM.
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Figura 49. Efectos de la aldosterona (izquierda) e inhibidores de PRO80 sobre la expresion proteica
cardiaca de los transportadores idnicos estudiados. A través del posible bloqueo del RM, PRO80
previene la expresion proteica cardiaca inducida por la aldosterona de transportadores de calcio (alC
Ca,1.2 y NCX1), potasio (ROMK) y sodio (yENaC y NHE1). Ademas, disminuye la expresidn cardiaca de
proteinas que aumentan el nivel de ROS (iNOS y p22phox NADPHox), lo que protege a la bomba sodio-
potasio de la degradacion e impide a su vez que el NCX1 actie en modo reverso. ALDO, aldosterona;
PRO80, extracto con un 80% de proantocianidinas; RM, receptor de mineralocorticoides; alC Ca,1.2,
subunidad a1C del canal de calcio dependiente de voltaje tipo L; NCX rev, modo de accidn reverso del
intercambiador de sodio-calcio tipo 1; NCX norm, modo de accién normal del intercambiador de sodio-
calcio tipo 1; iNOS, éxido nitrico sintasa inducible; p22phox NADPHox, subunidad p22phox de la
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa; ROS, especies reactivas de oxigeno; alC
Na‘K'ATPasa, subunidad alC de la sodio-potasio ATPasa; ROMK, canal de potasio medular exterior

renal; yENaC, subunidad y del canal epitelial de sodio; NHE1, intercambiador de sodio-hidrégeno tipo 1.

En la figura 50 se representan los efectos del tratamiento con PRO80 sobre los
cambios producidos por la aldosterona en los transportadores idnicos del potasio,

sodio y el calcio y sus posibles consecuencias sobre el intercambio iénico cardiaco.
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Figura 50. Posibles cambios inducidos por la aldosterona (izquierda) e inhibidores de PRO80 (derecha)
sobre los flujos del potasio, sodio y calcio mediados por los transportadores idnicos cardiacos
estudiados. La aldosterona podria estar aumentando los flujos de entrada de sodio y calcio y de salida
de potasio en el corazén a través del aumento en la expresidon proteica cardiaca de los transportadores
de sodio (yENaC y NHE1), potasio (ROMK), calcio (a1C Ca,1.2 y NCX1) y mediante la degradacion de la
bomba sodio-potasio (Na'K'ATPasa). PRO80, a través de sus efectos inhibidores de las acciones de la
aldosterona sobre dichos transportadores, prevendria los cambios en los flujos del sodio, potasio y
calcio inducidos por esta hormona, contribuyendo a restablecer el equilibrio iénico cardiaco. ALDO,
aldosterona; PRO80, extracto con un 80% de proantocianidinas; ROMK, canal de potasio medular
exterior renal; ENaC, canal epitelial de sodio; NHE1, intercambiador de sodio-hidrégeno tipo 1; Ca,1.2,
canal de calcio dependiente de voltaje tipo L; NCX rev, modo de accidén reverso del intercambiador de
sodio-calcio tipo 1; NCX norm, modo de accién normal del intercambiador de sodio-calcio tipo 1;
Na'K*ATPasa, sodio-potasio ATPasa. Las flechas sélidas indican aumento del flujo iénico y las punteadas

disminucién del mismo.
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3.6 Contenido de calcio cardiaco y auto-fosforilacion y
oxidacion de la quinasa dependiente de calcio-calmodulina

tipo 2, CaMKIlI

El contenido de calcio cardiaco aumenté significativamente en el grupo ALDO
comparado con el grupo CONTROL, lo que estaria relacionado con la HC y las
alteraciones funcionales cardiacas inducidas por la aldosterona. El aumento en el
contenido de calcio cardiaco podria haber sido consecuencia de la sobreexpresién
proteica cardiaca de la subunidad al1C del Ca,1.2 y del NCX1 observadas en el grupo
ALDO respecto al grupo CONTROL. Estudios previos han demostrado que la HC cursa
con un aumento del contenido de calcio cardiaco que tiene como consecuencia la
sobreactivacion de proteinas sensibles al calcio implicadas en el acoplamiento EC y ET
que agravan aun mas la hipertrofia y promueven la transicion hacia la IC (Anderson et
al., 2011; Cipolletta et al., 2015; Couchonnal y Anderson, 2008). Entre dichas proteinas
sensibles al calcio destaca la CaMKIl, cuya sobreactivacién ha sido estrechamente
relacionada con el desarrollo de la HC y las alteraciones cardiacas asociadas (Anderson
et al., 2011; Maier, 2005). Uno de los mecanismos mas frecuentes a través de los
cuales aumenta la actividad de la CaMKIl es mediante la auto-fosforilacion
dependiente de calcio de la treonina 286 (pCaMKIl) (Anderson et al., 2011; Erickson,
2014). En nuestro estudio, el aumento del contenido de calcio cardiaco estuvo
acompafiado del incremento de los niveles de auto-fosforilacién de la CaMKII asi como

de la relacion pCaMKIl/CaMKIl en el grupo ALDO respecto al grupo CONTROL. Nuestros
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resultados sugieren que el aumento de la cantidad de calcio cardiaco inducido por la

aldosterona pudo sobreactivar a la CaMKII por auto-fosforilacién.

Otro de los mecanismos mediante el cual la CaMKIl es sobreactivada es a través de
la oxidacién de los dominios reguladores (Erickson et al., 2008; Luczak y Anderson,
2014). En nuestro estudio, el grado de oxidacién en las metioninas 280 y 281 del
dominio regulador (oxCaMKIl) y la relacién oxCaMKIl/CaMKIl aumentaron en el grupo
ALDO en comparacién con el grupo CONTROL. Estudios previos realizados en ratones
modelo de IAM han demostrado que la aldosterona induce la sobreactivacion de la
CaMKII cardiaca por oxidacién de las metioninas 281 y 282 debido a la sobreexpresién
de la NADPHox y el consecuente aumento en la producciéon de ROS (He et al., 2011).
Otros estudios han sefialado que la auto-fosforilacidon de la treonina 286 y la oxidacién
de las metioninas 281 y 282 son procesos estrechamente relacionados, ya que se ha
observado un aumento en la auto-fosforilacién cuando hay un exceso de ROS
intracelular (Erickson et al., 2008). Por tanto, el posible aumento en la produccion de
ROS sugerido por la sobreexpresién de la subunidad p22phox de la NADPHox y la iNOS
observadas en el grupo ALDO, explicaria el incremento en la oxidacion de la CaMKII

observado en dicho grupo.

La posible sobreactivacion de la CaMKII cardiaca inducida por la administracion de
aldosterona podria haber contribuido al desajuste iénico sugerido por los cambios en
la expresidn proteica cardiaca de los transportadores idnicos valorados y a la HC y Ia
disfuncién diastdlica observadas en el grupo ALDO. Se ha demostrado que la

sobreactivacion de la CaMKIl induce el aumento en la actividad del canal de sodio
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Na,1.5, del canal de calcio Ca,1.2 y de los receptores de rianodina, lo que altera el
acoplamiento EC y promueve la disfuncién diastdlica, las arritmias y la IC (Anderson et
al., 2011; Bers, 2011; Bers y Morotti, 2014; Maier, 2005). Asi mismo, la sobreactivacion
de la CaMKIl ha demostrado inducir el acoplamiento ET activando factores de
transcripcion implicados en el remodelado cardiaco y el desarrollo de HC (Bers, 2011).
Por ejemplo, se ha observado que la CaMKIl aumenta la actividad de factores de
transcripcion pro-hipertréficos como el factor estimulante de miocitos tipo 2 (MEF2) y
el factor nuclear de células T activadas (NFAT), que activan genes como la creatina
quinasa, a-actina, troponina T y C, algunas MMPs o el NCX1, entre muchos otros
(Akazawa y Komuro, 2003). En concreto, se ha demostrado que la oxidacion de la
CaMKIl estimulada por la aldosterona en ratones induce el acoplamiento ET mediante
la activacién del factor de transcripcién MEF2 y el aumento de la expresiéon génica de

MMPs, lo que promueve la fibrosis y el remodelado cardiaco (He et al., 2011).

Asi mismo, nuestros resultados muestran por primera vez que las
proantocianidinas tienen la capacidad de reducir la auto-fosforilacién de la CaMKII
cardiaca inducida por la aldosterona. En el grupo ALDO+PRO80, el tratamiento con
proantocianidinas logré reducir significativamente los niveles cardiacos de pCaMKIl y
pCaMKII/CaMKII. La menor cantidad de calcio intracelular cardiaco observada en el
grupo ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO, podria haber reducido el nimero de
calcio-calmodulinas activadas y unidas a las CaMKIl, lo que explicaria la disminucién en
la auto-fosforilacion observada en el grupo ALDO+PRO80. Por el contrario, los niveles
de oxCaMKIl y oxCaMKIl/CaMKIl, aunque mostraron una tendencia a la baja, no

disminuyeron significativamente en el grupo ALDO+PRO80 respecto al grupo ALDO. En
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conjunto, la disminucidn en la auto-fosforilacion y la tendencia a la baja en la oxidacién
de la CaMKIl observadas en el grupo ALDO+PRO80 comparado con el grupo ALDO
sugieren que las proantocianidinas podrian prevenir, al menos en parte, la
sobreactivacion de la CaMKIl. Este efecto estaria contribuyendo a la mejora en las
alteraciones estructurales y funcionales observadas en las ratas del grupo
ALDO+PR0O80. Numerosos estudios han demostrado que la inhibicién de la expresion
y/o la actividad de la CaMKII cardiaca protege frente al desarrollo de la HC y de la IC
(Anderson et al., 2011; Banyasz et al., 2011; Cipolletta et al., 2015; Zhang et al., 2005).
Ciertos polifenoles han mostrado la capacidad de reducir la sobreactivaciéon de la
CaMKII por auto-fosforilacién y oxidacion, reduciendo el grado de HC y las alteraciones
cardiacas asociadas. Un estudio reciente llevado a cabo en ratas con HC inducida por
constriccién de la aorta abdominal, ha demostrado que el uso de baicaleina, un
polifenol de la familia de los flavonoides, redujo los niveles de pCaMKII, lo que mejord
el grado de fibrosis miocardica (Zhao et al., 2016). Otro estudio realizado en el mismo
modelo animal de HC que el anterior, demostrd que el uso de resveratrol, un polifenol
de la familia de los estilbenos, previno la sobreactivacion de la CaMKIl por auto-
fosforilacién, lo que fue asociado con una menor fibrosis cardiaca, la disminucién del
grado de hipertrofia y la mejora en la funcidn cardiaca (Dong et al., 2014). Asi mismo,
en ratones a los que se les administro All, el uso de kaempferol, un tipo de flavonoide,
redujo el grado de oxidacion de la CaMKIl cardiaca y previno la disfuncion auricular (An

y Kim, 2015).
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En las siguientes figuras se muestran dos esquemas que representan la
sobreactivacion de la CaMKII por la aldosterona (figura 51) y como PRO80 podria estar

inhibiendo los efectos de la aldosterona (figura 52).
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Figura 51. Sobreactivacion de la CaMKIl por la aldosterona mediante auto-fosforilacion y oxidacion. La
administracion de aldosterona aumenta la expresion proteica cardiaca de transportadores de calcio
(Ca,1.2 y NCX1), lo que contribuye a incrementar los niveles de calcio cardiaco. Como consecuencia
habria un mayor nimero de calcio-calmodulinas activadas y unidas a los dominios reguladores de la
CaMKIl, lo que resultaria en la auto-fosforilacion y sobreactivacion de la CaMKIl. Asi mismo, la
aldosterona aumentaria el nivel de ROS cardiaco a través del incremento de la expresién de la iNOS y de
p22phox, lo que induciria la oxidacion de los dominios reguladores de la CaMKIl y su sobreactivacion. La
mayor auto-fosforilacion y oxidacion de CaMKIlI promoveria los efectos fisiopatolégicos asociados a su
sobreactivacion. CaMKIl: quinasa dependiente de calcio-calmodulina tipo 2; dominios de la CaMKII: rojo,
dominio catalitico; verde, dominio regulador; gris, dominio de asociaciéon. ALDO, aldosterona; alC
Ca,1.2, subunidad alC del canal de calcio dependiente de voltaje tipo L; NCX1 rev, modo de accion
reverso del intercambiador de sodio-calcio tipo 1; iNOS, dxido nitrico sintasa inducible; p22phox
NADPHox, subunidad p22phox de la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa; ROS, especies

reactivas de oxigeno; P, fosforilacién en treonina 286; O, oxidacién en metioninas 280-281.
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Figura 52. Posibles efectos inhibidores de PRO80 sobre la auto-fosforilaciéon y oxidacion de la CaMKII
mediadas por la aldosterona. PRO80 bloquearia los efectos de la aldosterona disminuyendo los niveles
de expresidon de transportadores de calcio (Ca,1.2 y NCX1). Como consecuencia los niveles de calcio
cardiaco se reducirian y el numero de calcio-calmodulinas activadas se normalizaria, lo que estaria
relacionado con una menor auto-fosforilacion de la CaMKIIl. Asi mismo, PRO80 bloquearia las acciones
de la aldosterona disminuyendo la expresion de proteinas pro-oxidantes (iNOS y p22phox) lo que
reduciria la produccion de ROS y en consecuencia la oxidacidon de la CaMKIl. Una menor auto-
fosforilacion y oxidacion de CaMKIl promoveria los efectos fisiologicos de la misma. CaMKIl: quinasa
dependiente de calcio-calmodulina tipo 2; dominios de la CaMKIl: rojo, dominio catalitico; verde,
dominio regulador; gris, dominio de asociacién. ALDO, aldosterona; PRO80, extracto con un 80% de
proantocianidinas; alC Ca,1.2, subunidad alC del canal de calcio dependiente de voltaje tipo L; NCX1
norm, modo de accidon normal del intercambiador de sodio-calcio tipo 1; iINOS, 6xido nitrico sintasa
inducible; p22phox NADPHox, subunidad p22phox de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
oxidasa; ROS, especies reactivas de oxigeno; P, fosforilacion en treonina 286; O, oxidaciéon en metioninas

280-281.
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VIl. Resumen de los resultados

La administraciéon de aldosterona produce hipertensidon arterial, disfuncion
diastdlica, hipertrofia cardiaca y aumento de la cantidad de colageno. Ademas,
aumenta la expresion proteica de mediadores oxidativos (p22phox),
inflamatorios (CD68, TNFa e iNOS) y pro-fibroticos (CTGF) en el corazén de las
ratas.

El tratamiento con un extracto rico en proantocianidinas (PRO80) previene las
alteraciones mencionadas inducidas por la administracion de aldosterona en
ratas.

La administracion de aldosterona estimula la expresidn proteica del SGK1 en el
corazon de las ratas y en células cardiacas H9c2.

El aumento de la expresidon proteica cardiaca del SGK1 es prevenido por el
tratamiento con un extracto rico en proantocianidinas (PRO80), en ratas a las
que se les administré6 aldosterona, y mediante co-incubacién con
espironolactona y proantocianidinas, en células H9c2 estimuladas con
aldosterona.

La administracion de aldosterona en ratas aumenta la expresidon proteica
cardiaca de la subunidad y del ENaC y el grado de fosforilacion de Nedd4-2.

El tratamiento con un extracto rico en proantocianidinas (PRO80) en ratas a las
que se les administré aldosterona previene los cambios mencionados sobre la
subunidad y del ENaCy del Nedd4-2.

La administracion de aldosterona en ratas aumenta la expresidon proteica
cardiaca de los transportadores idnicos ROMK, NHE1, Ca,1.2 y NCX1 vy
disminuye la de la Na*/K* ATPasa. Ademas, induce la fosforilacién y oxidacion de

la CaMKIl y aumenta el contenido de calcio cardiaco.
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8. El tratamiento con un extracto rico en proantocianidinas (PRO80) en ratas a las
que se les administré aldosterona previene los cambios en la expresién proteica
cardiaca de los transportadores iénicos mencionados, disminuye la fosforilaciéon
de la CaMKIl y reduce el contenido de calcio cardiaco.

9. La estimulacidon de células H9c2 con aldosterona disminuye la supervivencia
celular y aumenta la produccion de anidn superdxido y la expresion proteica de
p22phox. Dichos efectos son prevenidos mediante co-incubacidon con

proantocianidinas y espironolactona.
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VIIl. Conclusiones

1. El tratamiento con un extracto rico en proantocianidinas (PRO80) disminuye la
expresion proteica del SGK1 en el corazdén de ratas a las que se les administré
aldosterona. Asi mismo, en células H9c2 estimuladas con aldosterona, las
proantocianidinas y la espironolactona, disminuyeron la expresién del SGK1,
indicando que las proantocianidinas actuarian a través del bloqueo del RM.

2. El extracto rico en proantocianidinas (PRO80) previene los cambios inducidos
por la aldosterona sobre la expresion de los mediadores implicados en el
transporte idnico en el corazdn de ratas. Estos efectos contribuirian a disminuir
las alteraciones funcionales, estructurales y moleculares (oxidacion, inflamacion
y fibrosis) producidas por la aldosterona.

3. Las proantocianidinas, ademas de sus demostrados efectos antioxidantes vy
antiinflamatorios, podrian ser una alternativa terapéutica a los antagonistas
cladsicos del RM en la prevencién y tratamiento de patologias cardiacas

relacionadas con niveles elevados de aldosterona.
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Abstract

Aldosterone plays a central role in the development of cardiac pathological states involving ion transport imbalances, especially sodium transport. We have previously
demonstrated a cardioprotective effect of proanthocyanidins in aldosterone-treated rats. Our objective was to investigate for the first time the effect of proanthocyanidins on
serum and glucocorticoid-regulated kinase 1 (SGK1), epithelial Na* channel (-y-ENaC), neuronal precursor cells expressed developmentally down-regulated 4-2 (Nedd4-2)
and phosphoNedd4-2 protein expression in the hearts of aldosterone-treated rats. Male Wistar rats received aldosterone (1 mg kg ! day~')+-1% NaCl for 3 weeks. Half of
the animals in each group were simultaneously treated with the proanthocyanidins-rich extract (80% w/w) (PRO80, 5 mg kg~ ' day ). Hypertension and diastolic
dysfunction induced by aldosterone were abolished by treatment with PRO80. Expression of fibrotic, inflammatory and oxidative mediators were increased by aldosterone-
salt administration and blunted by PRO80. Antioxidant capacity was improved by PRO80. The up-regulated aldosterone mediator SGK1, ENaC and p-Nedd4-2/total Nedd4-2
ratio were blocked by PRO80. PRO80 blunted aldosterone-mineralocorticoid-mediated up-regulation of ENaC provides new mechanistic insight of the beneficial effect of
proanthocyanidins preventing the cardiac alterations induced by aldosterone excess.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Proanthocyanidins; Aldosterone; Mineralocorticoid receptor; Cardiac hypertrophy; SGK1; ENaC; Nedd4-2

1. Background

Cardiac ion transport, especially sodium transport, plays an important
role in many cardiac pathological states, including cardiac hypertrophy
and heart failure [1-4]. For instance, it has been proven that contractile
cardiac function is very sensitive to changes in the transmembrane
sodium gradient [5,6].

It is well known that aldosterone plays a central role in the
development of the aforementioned cardiac pathological states involving
ion transport imbalances [7,8]. Aldosterone induces serum and
glucocorticoid-regulated kinase (SGK1) expression in the renal tubular
epithelial cells [9]. Previously, we demonstrated that SGK1 mRNA is also
overexpressed in the heart of aldosterone-treated rats [ 10]. SGK1 triggers
a cascade that leads to the absorption of sodium through the epithelial
Na™ channel (ENaC). ENaC is a heteromultimeric membrane protein
composed of three homologous subunits (o, [3,and y) [11]. To date, SGK1
regulation of ENaC has been demonstrated in cortical collecting duct
cells, A6 cells, respiratory epithelial cells and neurons [12,13]. Coexpres-
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sion of both SGK1 and ENaC proteins has been found in epithelial cells of
the inner ear and in human adrenocortical cells; however, its expression
and function in nonepithelial cells are poorly described [14].

SGK1 regulates sodium absorption indirectly by phosphorylating the
ubiquitin ligase neuronal precursor cells expressed developmentally
down-regulated 4-2 (Nedd4-2) [15,16]. Nedd4-2 ubiquitinates ENaC,
thus preparing the channel protein for clearance from the cell membrane
and subsequent degradation. SGK1 phosphorylation of Nedd4-2 fosters
an interaction with the chaperone protein 14-3-3, precluding Nedd4-2-
dependent target ubiquitination and as consequence, Nedd4-2 is cleared
from the cell membrane and degraded [14,16].

Proanthocyanidins are a large family of phenolic bioactive compounds
which have shown several beneficial effects in cardiovascular diseases
[17-19]. We have previously demonstrated a cardioprotective effect of
proanthocyanidins in aldosterone-treated rats [20]. Proanthocyanidin
treatment improved cardiac function and decreased oxidative stress,
inflammation and fibrosis in a cardiac disease model induced by
aldosterone. Also, proanthocyanidins were able to decrease
aldosterone-induced mineralocorticoid receptor (MR)-mediated trans-
activation in cells transiently transfected with the MR. The results led us
to hypothesize that proanthocyanidins had a role as an MR antagonist in
this cardiac disease model.

Following this line of investigation, in the present study, we aimed
to explore in greater depth the mechanisms involved in the
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