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“Nothing happens unless first we dream”

Carl Sandburg

“La competicion es una lucha de leones, levanta la cabeza, echa los
hombros hacia atrds, camina con orgullo, no te lamas las heridas,
celébralas.

Las cicatrices de tu cuerpo son la marca del campedn. Has estado en una
pelea de leones, que no la hayas ganado no significa que no sepas rugir.”

Krista Vernoff


https://www.brainyquote.com/authors/carl-sandburg-quotes
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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el
mundo desarrollado, siendo tres de ellas las mas prevalentes para ambos sexos;
cardiopatia isquémica (13 % de la mortalidad mundial), ictus (12 %) e
hipertension arterial (2 %) (Virani et al., 2020). La primera de ellas, la cardiopatia
isquémica es una enfermedad provocada por una disminucién del flujo sanguineo
al territorio miocardico. Esta disminucién del suministro a través de la arteria
coronaria suele ser debida principalmente a la presencia de placas
ateroesclerdticas y a su trombosis (Varela et al., 2020). La expresién clinica de
esta patologia es el Infarto Agudo de Miocardio (IAM) cuya accién terapéutica mas
efectiva para reducir el dafio y el tamafio de la zona infartada es la reperfusién
temprana usando un procedimiento de Intervencidon Coronaria Percutanea (ICP)
o mediante terapia trombolitica. Sin embargo, a pesar de las significativas
mejorias que ha aportado la ICP, el 20-30 % de los pacientes sufren un
Remodelado Cardiaco Adverso (RCA) produciendo cambios en la geometria, el
volumen vy la funcién del ventriculo izquierdo, lo que condiciona con el tiempo la
aparicion de Insuficiencia Cardiaca (IC), siendo ésta un trastorno progresivo y
letal responsable de la muerte del 50 % de los pacientes a los 5 afios tras el
diagndstico del mismo (Segovia Cubero et al., 2004).

La afeccion del miocardio por la revascularizacién es conocida como sindrome
de Isquemia/Reperfusion (I/R), desencadenando un complejo proceso de RCA
donde se ven involucrados diferentes mecanismos; como alteraciones en la via
B-adrenérgica, la desregulacion de la homeostasis del Ca?*, la muerte celular, la
regulacion post-transcripcional o la inflamacién (Yellon and Hausenloy, 2007). Y
aunque con el paso del tiempo se actualizan los conocimientos, la
revascularizacion temprana sigue siendo insuficiente como tratamiento y es
necesaria la busqueda de otras estrategias de cardioproteccién. Por eso, este
trabajo ha estudiado la eficacia de la Urocortina-2 (Ucn-2) como potencial
tratamiento cardioprotector.

Primero, nos centramos en la regulacién post-transcripcional de la Ucn-2. Se
analizé un amplio abanico de microRNAs (miRNAs) siendo seis los que se veian
incrementados por el proceso de I/R y disminuidos con la Ucn-2. Sin embargo,
sélo el miR-29a acabd siendo clave en la apoptosis y fibrosis cardiaca.
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En segundo lugar, se estudid la entrada capacitativa de Ca** o SOCE (Store
Operated Calcium Entry). La cual regula la entrada de calcio extracelular por el
vaciamiento de los depdsitos intracelulares del Reticulo Sarcoplasmico (RS). En
este proceso participan los canales denominados SOCC (Store Operated Calcium
Channels) y este estudio se centrd en Orail y TRPCS. La Ucn-2, disminuia la
expresion e interaccion de estos canales, asi como la SOCE exacerbada por la I/R.

Finalmente, se estudié la regulacion de Orail y TRPC5 por el factor de
transcripcion CREB. Por primera vez se describié una via de sefializacion mediada
por Orail que implicaba a la adenilato ciclasa 8 (AC8), CREB y la expresién de
canales SOCC en células cardiacas.
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ABSTRACT

Cardjovascular diseases are the main cause of death in the first world. Being
three of them the most prevalent for both sexes; ischemic heart disease (13 % of
world mortality), stroke (12 %) and hypertension (2 %) (Virani et al., 2020).
Ischemic heart disease is caused by a decrease in blood flow in the myocardial
territory. Mainly, this decrease is due to acute alterations such as the presence of
atherosclerotic plaques or thrombosis (Varela et al., 2020). The clinical
manifestation par excellence of this pathology is Acute Myocardial Infarction
(AMI). The most effective therapeutic action to reduce the damage and size of
the infarct area is reperfusion using a Percutaneous Coronary Intervention (PCl)
and thrombolytic therapy. Despite the benefits of ICP, 20-30 % of patients
underwent Adverse Cardiac Remodeling (ACR) and in the last period Heart Failure
(HF). This disease is responsible for the death of the 50 % of the patients 5 years
after diagnosis (Segovia Cubero et al., 2004).

The affection of the myocardium due to revascularization is known as
Ischemia/Reperfusion syndrome (I/R). It is a complex process of ACR where
different mechanisms are involved, such as deregulation of 8-adrenergic signaling
pathway, deregulation of Ca** homeostasis, cell death, post-transcriptional
regulation or inflammation (Yellon and Hausenloy, 2007). Above all, early
revascularization remains insufficient as a treatment and it is necessary to search
new cardioprotective strategies. For this reason, this work has studied the effect
of Urocortin-2 (Ucn-2) as a potential cardioprotective treatment.

Firstly, we had been focus on the post-transcriptional regulation of Ucn-2. We
examined a wide range of microRNAs (miRNAs). Six of them were increased by I/R
process and decreased by the administration of Ucn-2. However, only miR-29a
showed a key role in apoptosis and cardiac fibrosis.

Secondly, we studied the Store Operated Calcium Entry (SOCE) which regulates
the entry of extracellular calcium due to the emptying of intracellular deposits of
the Sarcoplasmic Reticulum (SR). The SOCC (Store Operated Calcium Channels)
which we had studied were: Orail and TRPCS. Thus, we discovered that the Ucn-
2, decreased the expression and interaction of these channels and decreased the
exacerbated SOCE response which appeared with I/R.
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Finally, we studied the regulation of Orail and TRPC5 mediated by the nuclear
transcription factor CREB. For the first time, we described a new intracellular
pathway mediated by Orail, implying the adenylyl cyclase 8 (AC8), CREB and
SOCC expression in cardiac cells.
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1. ISQUEMIA / REPERFUSION EN LA CARDIOPATIA ISQUEMICA

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de mortalidad en
el mundo actual y de la reduccion en la calidad de vida de la poblacion. Dentro
de su conjunto se engloban; la cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca o
accidentes cerebrovasculares entre otras. Los Ultimos datos indican que cerca de
17,8 millones de personas mueren al afio en todo el mundo de enfermedades
cardiovasculares. La suma de las otras principales causas de muerte ni siquiera
llegan a alcanzar el conjunto de mortalidad por enfermedades cardiacas (Figura
1) (Murphy, 2013).

Causas de muerte en el mundo, 2017
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Figura 1. Principales causas de muerte a nivel mundial en 2017 y la suma de
todas las causas de muerte comparado con las enfermedades cardiovasculares.
Fuente: Institute for Health Metrics and Evaluation (IHME).

El infarto agudo de miocardio (IAM), dentro del total de las enfermedades
cardiovasculares, es la principal causa de muerte causando alrededor de 7,3
millones de fallecimientos por afio en todo el mundo (Martinez-Pérez et al.,
2014). El tipo mds comun y agresivo es el infarto agudo de miocardio con
elevacion del segmento ST (STEMI, ST-Elevation Myocardial Infarction) (Foth and
Mountfort, 2018). El IAM tiene su origen normalmente en la formacion de una
placa ateroesclerdtica en las paredes de las arterias coronarias que llevan sangre



INTRODUCCION

al corazon (Figura 2). Cuando la placa se inestabiliza y se rompe, obstruye por una
trombosis el vaso e interrumpe el flujo coronario, provocando que parte del
territorio del miocardio afectado permanece isquémicoy sin aporte de nutrientes
(Reddy, Khalig and Henning, 2015; Chapman, Adamson and Mills, 2017). Este
hecho genera un dafio miocérdico grave, produciendo una zona necrdtica en el
lugar del infarto, un area isquémica o de riesgo alrededor de dicha zonay un drea
mas alejada, denominada remota. Todos los cambios estructurales y moleculares
acaban generando un remodelado cardiaco fisiopatoldgico (Richardson et al.,
2015).

Ruptura de placa con trombo Figura 2. Infarto agudo de
miocardio debido a la oclusidn
de la arteria coronaria por placa

ateroesclerdtica u otros
factores: formacidn del
territorio isquémico.

Modificado de (Reddy, Khaliqg
and Henning, 2015).

Actualmente, el tratamiento médico por excelencia consiste en restaurar el
flujo coronario lo antes posible. Dicha reperfusion miocérdica se lleva a cabo
gracias a terapia trombolitica o a la intervencion coronaria percutdnea mediante
la angioplastia (Reddy, Khalig and Henning, 2015). En la Figura 3 se puede
observar el restablecimiento del riego sanguineo tras un infarto, en la arteria
coronaria descendente anterior izquierda. Sin embargo, la propia terapia por
reperfusién debido a la entrada brusca de sangre oxigenada genera dafios
asociados al restablecimiento del flujo sanguineo. A dicho fendmeno se le
denomina sindrome de Isquemia/Reperfusién (I/R). Ademads, en algunas
ocasiones las arterias coronarias que han sido reparadas vuelven a ocluirse. Este
fendmeno se conoce como reestenosis coronaria y ocurre aproximadamente
entre un 10 % y 60 % en funcién del tipo de angioplastia y de stent coronario
(Arroyave C Dr. and Cepeda G, 2012). Para lo cual, sigue siendo necesario la
investigacion en terapias cardioprotectoras.
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Plc
Figura 3. Coronagrafia que muestra la revascularizacién de la arteria coronaria
cuyo flujo estaba interrumpido. A) Zona infartada y ocluida. B) Terapia de

reperfusion por angioplastia primaria. Imagen de paciente cedida por la Dra.
Gutiérrez-Carretero.

La cardiopatia isquémica es en la mayoria de los casos origen de Insuficiencia
Cardiaca (IC). De hecho, mas del 50 % de los casos de IC son de origen isquémico
(Gheorghiade and Bonow, 1998). La IC es un sindrome clinico progresivo que se
acaba produciendo porque el corazén dafiado es incapaz de mantener las
necesidades metabdlicas del organismo provocando un desequilibrio entre la
capacidad del corazén para bombear sangre y las necesidades del organismo.
Como resultado el paciente acaba desarrollando un cuadro clinico caracteristico
gue deteriora su calidad de vida (cansancio anormal, dificultad para respirar,
edemas...) (Dra. Paola Beltrédn Troncoso, 2018; Macaya Miguel, 2018).

La IC sigue teniendo una alta mortalidad y morbilidad. La mortalidad
acumulada por periodos anuales va desde aproximadamente el 10 % el primer
afio, hasta el 50 % al séptimo (Figura 4). Desde el diagndstico del paciente hasta
su muerte hay una media de 5 afios (Pons et al., 2010). Ademas, la IC se ha
convertido en la primera causa de hospitalizacion en mayores de 65 afios, el 68
% de los ingresos documentados por el Instituto Nacional de Estadistica de los
cuales reingresan el 20 %. Reflejando dichos datos en nimeros se destina el 2,5
% del gasto total del Sistema Nacional de Salud en cuidados de estos pacientes
(Lupdn and Bayés-Genis, 2019).

Aunque el arsenal terapéutico actual para tratar la IC ha mejorado su
prondstico, su mortalidad ha continuado siendo elevada. Estudios recientes
muestras que la prevalencia se incrementara de 6 millones actuales que sufren a
mas de 8 millones para 2030 (Heidenreich et al., 2013).
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Figura 4. Porcentaje de muertes por IC con el paso de los afios. Fuente: (Lupdn
and Bayés-Genis, 2019).

1.1. DANOS AGUDOS DERIVADOS DE I/R

Actualmente, tras sufrir un 1AM, la terapia por reperfusion sigue siendo la
primera linea de tratamiento. Sin embargo, el restablecimiento del flujo en sf
mismo causa una serie de dafios derivados del estrés oxidativo por la I/R
provocando el denominado sindrome de I/R. Mas alld de lo paraddjico si cabe, un
porcentaje de células cardiacas se precipitan hacia la muerte por la propia
restauracion del flujo sanguineo (Piper, 1998) (Figura 5).

Isquemia Reperfusion
A P L Daiio por isquemia reperfusion

Muerte
celular

Daiio por reperfusion

{ | P Tiempo

Figura 5. Muerte celular provocada por isquemia y fenémeno de I/R. Fuente:
(Ovize et al., 2010).
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a) Lesiones por estrés oxidativo

Cuando ocurre la oclusion de la arteria coronaria, la isquemia aguda produce
una serie de eventos toxicos para las células del corazdn. Si la oclusion persiste
en el tiempo, el déficit de perfusion resultard en un dafio irreversible, conllevando
la muerte celular. No obstante, si la reperfusién ocurre antes de que el dafio sea
irreversible, la célula puede recuperarse, aunque el restablecimiento del flujo
coronario pueda causar en algunas de ellas dafio.

Este dafio condicionado por la reperfusién se ha relacionado con muchas
causas. Para empezar ocurre una acidificacion del pH intracelular, ya que debido
a la hipoxia se activa la glucolisis anaerobia y la sintesis enlentecida del ATP
acumula grandes cantidades de lactato y protones (H*) (Neely and Grotyohann,
1984). Ademds, se produce una sobrecarga de Calcio intracelular (Ca*) a
consecuencia de un acumulo de Na* durante la isquemia. El aumento sostenido
de H* induce al intercambiador Na*/H* a nivel del Reticlulo Sarcopldsmico (RS) y
Membrana Plasmatica (MP) a extraer H* e incorporar Na*. La disminucién de ATP
hace que deje de funcionar tan eficientemente la bomba Na*/ K* fomentando
también la acumulaciéon de Na*. Finalmente, ese aumento de Na* activa el
intercambiador Na*/Ca?* (NCX) de manera reversa y provoca una sobrecarga
intracelular de Ca®" (Pike et al., 1993; Ruiz-Meana and Garcia-Dorado, 2009;
Hausenloy and Yellon, 2013). Asi mismo, se produce la inhibicién de las ATPasas
de Ca?* del RS y MP por falta de ATP, favoreciendo de nuevo un cimulo de Ca?"
(Steenbergen et al., 1987). Sin embargo, la sobrecarga de Ca?* continua durante
el proceso de reperfusién. Se activan mecanismos de correccidon de la acidosis
intracelular a través del intercambiador Na*/H* de la MP y del cotransportador
Na*/HCO?®. Esta respuesta de correccion de la acidosis intracelular empeora aun
mas la sobrecarga citosdlica de Na* y como consecuencia también de Ca** (Ruiz-
Meana and Garcia-Dorado, 2009) (Figura 6). Como resultado de todos estos
mecanismos de correcciéon en cadena la célula reoxigenada acumula una gran
cantidad de Ca®** en su interior, comprometiendo seriamente su propia
supervivencia.
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Figura 6. Cambios funcionales y estructurales durante el proceso de I/R en
células cardiacas. Durante isquemia se produce un cambio a metabolismo
anaerdbico, acidificacion del pH, sobrecarga de Na*y Ca2*. Tras la reperfusion,
el transporte de electrones se activa generando ROS (ROS, Reactive Oxygen
Species) que provocan la apertura del poro mitocondrial (MPTP, Mitochondrial
Permeability Transition Pore), disfuncion del RS que contribuye més a la
sobrecarga de Ca?* intracelular dafiando la membrana celular por |la
peroxidacion lipidica y al ADN por dafio oxidativo directo, restauracién rapida
del pH fisioldégico y fendmeno de hipercontractura. Los neutréfilos se
acumulan en el tejido miocardico. Fuente:(Hausenloy and Yellon, 2013).
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Otro de los fendmenos importantes que ocurre es la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species) durante los primeros
minutos (min) de la reperfusion del miocardio (Zweier, Flaherty and Weisfeldt,
1987; Yellon and Hausenloy, 2007). La generacién de los ROS provoca dafio por
diferentes mecanismos. Uno de ellos es la apertura del poro de transicién de
permeabilidad mitocondrial (MPTP, Mitochondrial Permeability Transition Pore)
y la posterior liberacién del citocromo C (Cycs) desencadenando sefial de muerte.
El poro mitocondrial es un canal inespecifico cuya funcién en condiciones
fisiolégicas es modular los cambios de la [Ca®?*]. La sobrecarga de Ca?* vy
mitocondrial comienza durante la isquemia y se ve exacerbada durante la
reperfusiéon donde se reactiva la cadena de transporte de electrones y ocurre un
dafio inducido por el estrés oxidativo. En un primer momento durante la
reperfusidn, la restauracion del potencial de membrana mitocondrial contribuye
a recuperar los niveles normales de Ca?* a través de la apertura del MPTP. Sin
embargo, este mecanismo que en condiciones fisioldgicas sirve de ayuda, en esta
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situacion provoca una apertura descontrolada del poro, dando lugar a
despolarizacién de la mitocondria, pérdida del gradiente de H*, cese de la sintesis
de ATP vy liberacion del Ca?* mitocondrial al citosol agravando todavia mas la
situacion y llevando a las células cardiacas a muerte celular (Griffiths and
Halestrap, 1995) (Figura 6).

El ion Ca?* es esencial en la regulaciéon de una gran diversidad de funciones
celulares, teniendo un papel aun mas relevante en los cardiomiocitos al tratarse
de células contractiles que deben ser ritmicas para el correcto funcionamiento
del corazdn. Asi mismo, el Ca?* adquiere un papel principal en determinadas
enfermedades cuando el equilibrio en su concentracion intracelular se rompe o
aparece desregulado (Buja, Hagler and Willerson, 1988; Brooks et al., 1994,
Chang and Trayanova, 2016).

b) La importancia de la homeostasis del Ca?*

Mecanismo de Excitacion-Contraccion (EC)

El corazdn realiza dos movimientos para poder bombear la sangre a todos los
organos y territorios periféricos; movimiento de contraccion o sistole vy
movimiento de relajacién o diastole. Este movimiento a nivel macroscépico es
resultante de la coordinacién y sincronia de los cardiomiocitos del tejido cardiaco.
La contraccion o sistole se produce gracias a un aumento de Ca?* citosdlico (Ca?*)
en estas células proporcionado desde el medio extracelular y RS; y la relajacién o
didstole debido a una disminucién de ese Ca**. que recapta el RS y se devuelve al
medio externo (Bers, 2000).

Son los canales idnicos y transportadores de la membrana y del RS los
principales responsables de esta correcta homeostasis del Ca%*. En condiciones
normales, la entrada de Ca’?* a través de la membrana plasmatica ocurre
principalmente a través de los canales de calcio tipo L (LTCC- L-Type Calcium
Channel) que activan la liberacion de Ca?* a través los receptores de rianodina
(RyR) en el RS, aumentando asi la [Ca?*];. El descenso de los niveles de Ca?* se lleva
a cabo a través del intercambiador NCX de la membrana plasmatica, bombas
Ca?*/ATP-asa del RS (SERCA) vy el transportador del Ca?* de la membrana
mitocondrial (Peana and Domeier, 2017) (Figura 7).
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Figura 7. Bases estructurales y moleculares del acoplamiento excitacién-
contraccién. Fuente: (Winslow, Walker and Greenstein, 2016).

Entrada capacitativa de Ca?* (SOCE, Store Operated Ca** Entry)

Recientemente, se ha descubierto que en situaciones fisiopatoldgicas como
puede ser la isquemia, juegan un papel importante otros canales y sensores del
Ca?* que se activan por el vaciado de reservorios de Ca** del RS. Estos canales
fueron descubiertos hace 35 afios por Putney, pero seria mas tarde en el afio
1995 cuando se les denomind como canales tipo SOCC (Store-Operated Calcium
Channels) haciendo honor a su funcién (Putney, 1986). Estos canales eran
responsables del flujo de Ca® regulado por los reservorios, SOCE por sus siglas en
inglés. Clasicamente se habia descrito su papel en células no excitables pero cada
vez mas se reconoce su funcidn en las excitables como el musculo cardiaco o liso
(Palty et al., 2012; Correll et al., 2015).

En cuanto a los componentes moleculares que participan en SOCE, su
descubrimiento ha ido surgiendo paulatinamente en el tiempo, STIM1 (Stromal
Interaction Molecule 1) fue descubierta en 2005 y Orai un afio mas tarde (Roos et
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al., 2005; Vig et al., 2006). STIM es un sensor de Ca?* presente en la membrana
del RS que tras el vaciado del reservorio oligomeriza e interacciona con las
unidades que forman SOCC en la membrana plasmatica, como por ejemplo Orai,
activando asi la entrada de Ca?* (Figura 8) (Prakriya and Lewis, 2015). Otras
proteinas propuestas en formar SOCC fueron los canales TRP (Transient receptor
potential) (Montell, 2005; Smani et al, 2016). Sin embargo, existe mucha
controversia sobre la participacion de los canales TRP en SOCE. La familia de
canales TRP es muy amplia, se clasifican segin la homologia estructural en seis
subfamilias pero son los TRPC los Unicos que parecen participar en SOCE (Wu,
Sweet and Clapham, 2010; Flockerzi and Nilius, 2014).

Figura 8. Esquema del
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entrando Ca?* en el
citoplasma. Fuente:
(Stathopulos et al.,
2008).

Los cardiomiocitos presentan las 3 isoformas existentes de Orai (Orail, Orai2
y Orai3), las tres isoformas de STIM (STIM1, STIM2 y STIM1L) y las siete isoformas
de la familia de TRPC (TRPC1-7) (Figura 10) (Avila-Medina et al., 2018; Freichel et
al., 2019). Sin embargo, seran las dos primeras isoformas de Orai y STIM con
algunas isoformas de TRPC las que tomaran importancia en el estudio de la
sobrecarga de Ca** en el IAM (Collins et al., 2013; Bootman and Rietdorf, 2017;
Ma et al., 2017; Bartoli et al., 2019).
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Figura 9. Mecanismo de SOCE en cardiomiocitos. Entrada capacitativa de
Ca?*dependiente de proteinas Orai, STIM y TRPC. Cuando los reservorios del
RS se vacian, STIM sensor de Ca?*, interacciona con Orai-TRPC los cuales
oligomerizan y permiten la entrada de Ca?* al interior de la célula. Fuente:
(Avila-Medina et al., 2018).

1.2. MUERTE CELULAR DESPUES DE I/R: APOPTOSIS Y NECROSIS

Durante el proceso de I/R, se producen dafios celulares que culminan con el
proceso de muerte celular. Existen tres tipos de muerte celular; la apoptosis, que
es una forma de muerte celular programada con desintegracién del ADN que
depende del balance entre la expresién de genes pro- y anti-apoptoticos (Saraste
and Pulkki, 2000). Esta se caracteriza por un encogimiento de la célula y su
fragmentacion en cuerpos apoptéticos que van a dar lugar a una rapida
fagocitosis por macrofagos o células del parénquima, y por tanto no va asociada
a una fuerte respuesta inflamatoria (Hofstra et al., 2000; Orogo and Gustafsson,
2013). El segundo tipo de muerte celular; la necrosis, que se caracteriza por una
fragmentacion descontrolada del DNA, desorganizacion de los organulos
celulares, rotura de la membrana plasmaticay liberacion al exterior del contenido
intracelular, lo cual lleva asociado la activacién de respuestas inflamatorias y
sefial de dafio (Oerlemans et al., 2013; Zhou and Yuan, 2014). Por ultimo, la
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autofagia, que ocurre de manera regulada y se caracteriza por secuestrar
organulos o componentes celulares aberrantes en vesiculas de doble membrana
para liberarlos dentro de los lisosomas o vacuolas para su descomposicién
(Przyklenk et al., 2011; Singh et al., 2014). Sin embargo, ésta Ultima a dia de hoy
no ha sido tan estudiada como las anteriores en el fendmeno de I/R (Figura 10).

4 %
Cr
)
: c%
Necrosis

%
~ &
- WP
B\
=y &y
//
dc @\
926
\ /

S

&
‘e
. %\6 ;;

Figura 10. La morfologia de las células en apoptosis, necrosis, autofagia. A la
izquierda, célula apoptdtica que muestra una contraccion celular
caracteristica y cuerpos apoptdticos densamente empaquetados con
organulos celulares. En medio, célula necrdtica que muestra mitocondrias y
orgdnulos celulares dilatados debido al aumento de la permeabilidad de la
membrana celular. A la derecha, célula autofagica que muestra vacuolas
autofagosdmicas unidas a doble membrana que secuestran el contenido
citoplasmico, incluidas las mitocondrias y los ribosomas. Fuente:
(Chilakamarthi and Giribabu, 2017).

Clasicamente se ha descrito que durante los primeros minutos de isquemia
se produce muerte por necrosis, y es la reperfusién cuando cobra importancia la
muerte celular controlada por apoptosis (Gottlieb et al., 1994; Gottlieb, 2011).
Sin embargo, cada vez son mas las evidencias de que los tipos de muerte celular
estan inevitablemente ligados entre si (Baines, 2011). La mayoria de los
cardiomiocitos en la region infartada mueren en las primeras 24 horas (h) tras la
oclusién coronaria. Sin embargo, la activacién de vias pro-inflamatorias en la
region infartada, y el estrés biomecdanico induce una segunda ola de muerte de
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los cardiomiocitos mucho menos intensa que puede extender hasta los 3 dias
(Gersch et al., 2002; Baines, 2011).

Dentro de toda esta situacion el papel de la apoptosis es controvertido y
complejo. Algunos autores presentan la apoptosis como un proceso
fisiopatologico dafiino que si se frenara haria que mejorase la supervivencia
celular (Oerlemans et al., 2013; Koshinuma et al.,, 2014). No obstante, otros
autores la proponen como un mecanismo de defensa frente a una muerte por
necrosis exagerada donde se activan muchos mas mecanismos inflamatorios que
atraen células inflamatorias conduciendo el miocardio a altas cantidades de ROS,
citosinas, activacién de receptores tipo toll, secrecién de enzimas toxicas y
activacién de la cascada del complemento (Charununtakorn et al., 2016). De esta
manera, el proceso de apoptosis puede jugar un papel importante a largo plazo
en el remodelado ventricular adverso y en la progresidon hacia insuficiencia
cardiaca (Anversa et al., 1998).

1.3. REMODELADO CARDIACO ADVERSO

Se define como remodelado ventricular adverso post-infarto al cambio en la
organizacion y arquitectura del corazén debido a un conjunto de alteraciones
moleculares y estructurales que comprometen tanto la zona infartada como la
zona remota alejada del infarto, causando al final una disfuncién ventricular que
tiene como consecuencia clinica la aparicion de IC.

a) Fibrosis e hipertrofia

Existe un remodelado cardiaco temprano, que se observa en las primeras
horas y dias post-infarto caracterizado por muerte celular del tejido miocardico
acompafiado de la movilizacion de células inflamatorias, la dilatacién del
miocardio de la zona infartada y la activacion de los fibroblastos en la zona de
dafio para comenzar la reparacion y cicatrizacion de la herida (Pfeffer and
Braunwald, 1990; Cleutjens et al., 1995). Sobre ese tejido miocardico dafiado se
infiltran los fibroblastos cardiacos con el objetivo de reemplazar las células
muertas y formando una matriz extracelular para cicatrizar el tejido dafiado
(Frangogiannis, 2017). Este fendmeno de fibrosis tiene como consecuencia un
aumento de la tensién del tejido y una disminucion de la contractilidad, que en
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muchos casos desembocan en la aparicion de insuficiencia cardiaca (Mewton et
al., 2011). La cicatriz que se forma en el tejido puede medirse y constituye el
tamafio del infarto, siendo el indicador principal del remodelado vy
eventualmente de la evolucion de la enfermedad (Eitel et al., 2010).

Como mecanismo de compensacion y con el objetivo de mantener el gasto
cardiaco, el resto del corazdn no dafiado (zona remota) se remodela. Durante
semanas y meses post-infarto, aumentan los depdsitos de coldgeno y aparece
fibrosis en las zonas remotas. La zona mas alejada sufre una pérdida de la funcidn
contractil y la mayoria de procesos moleculares anteriormente descritos;
apoptosis y fibrosis (Wenk et al., 2012; Prescimone et al., 2013).Cada vez existen
mas estudios que se centran en la parte remota ademas de al isquémica pero aun
gueda mucho por conocer.

Desde el punto de vista estructural aparece la hipertrofia excéntrica, una
disminucion del grosor de la pared miocardica, una dilatacion compensatoria
aumentando el tamafio del ventriculo izquierdo y en consecuencia un aumento
de los volumenes ventriculares al final de la sistole y didstole aumentando la
precarga (Figura 11) (McKay et al., 1986; Bhatt, Ambrosy and Velazquez, 2017).

Infarto agudo de miocardio Remodelado cardiaco adverso

Zona de
- infarto

Figura 11. Remodelado cardiaco adverso tras un IAM y su reperfusidén. Existen
cambios estructurales y moleculares que desencadenan una hipertrofia
excéntrica, una disminucion del grosor de la pared miocardica, una dilatacion
del ventriculo izquierdo y en ultimo término una IC. Fuente: (Curley et al.,
2018).
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b) Factores de transcripcién en células cardiacas

Uno de los factores de transcripcién que mas se ha estudiado en el corazon
es NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) (Heineke et al., 2005; Echtermeyer
et al., 2011). Clasicamente el factor de transcripcién NFAT fue descrito en las
células del sistema inmunitario y hoy en dia es ampliamente descrito en
enfermedades del corazén como la IC, hipertrofia y arritmias (Molkentin, 2004;
Gergek et al., 2017; Nie et al., 2019). La activacién de la calcineurina por un
aumento en la [Ca%?*]; conduce a la desfosforilacion de NFAT, altamente
fosforilado en el citoplasma de las células en reposo, lo que origina la exposicién
de las secuencias de localizacion nuclear y la consiguiente translocacién del factor
al nucleo donde se une a elementos especificos en el ADN. NFAT necesita una
estancia sostenida para transactivar los genes que regula. Dicha estancia en el
nucleo vendria determinada por la duracién de la elevacion de los niveles de Ca?*.
Esto plantea la cuestiéon de como se activa NFAT de una manera dependiente de
Ca?*, ya sea normalmente o durante situaciones patolégicas donde estan
involucrados los canales de Ca?* (Crabtree and Olson, 2002). De hecho,
determinados componentes de los SOCC, como la familia de TRPC (Eder, 2017),
Orail (Zhang et al., 2019) o STIM1 (Correll et al., 2015), que se expresan en
diferentes patologias cardiovasculares, estarian involucrados en la entrada de
Ca?*y por tanto en la activacion de NFAT que participara en la regulacion génica.

Pocos factores de transcripcion mas se han descrito en corazén. Uno de los
objetivos de esta tesis doctoral es evaluar el papel del factor de transcripcién
CREB (cAMP Response Element-Binding) en las células cardiacas en el modelo
experimental de I/R. El factor de transcripcion CREB ha sido descrito ampliamente
en el campo de neurociencia. La fosforilacion de CREB juega un papel importante
en la adquisicién y mantenimiento de la memoria asi como en la fisiopatologia de
enfermedades (Wang et al., 2018; Bartolotti and Lazarov, 2019; Du, Zhu and Si,
2020). La activacion de CREB ocurre con la fosforilacion de la serina 133 en
respuesta a Adenosin Monofosfato-3',5' ciclico (AMPc) y el reclutamiento de
cofactores de transcripcién como CBP (CREB binding protein) (Figura 12) siendo
esto suficiente para la expresion del gen objetivo.
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Su papel en células cardiacas esta apenas descrito, aunque cada vez son mas
comunes los estudios de CREB en células involucradas en la patologia cardiaca
como células de musculo liso o inflamatorias (Pulver et al., 2004; Shanmughapriya
et al., 2015). De hecho, la respuesta desencadenante de la activacién del factor
CREB en estos estudios es la entrada de Ca®* a través de los canales tipo SOCC y
proteinas SOCE. Datos previos del laboratorio en musculo liso, muestran que
CREB requiere una via de sefializacién compleja que involucra, por un lado, SOCE
mediada por STIM1, Orail y TRPC1 (Rodriguez-Moyano et al., 2013). Igualmente,
Parker et al. proponen que la activacién de SOCE incrementa el AMPc y active a
la PKA de las arterias coronarias activando la fosforilacién de CREB (Parker et al.,
2019). Simo-Cheyou et al. también muestran evidencias de que CREB se activaba
debido a SOCE en el mismo tipo celular (Simo-Cheyou et al., 2017).

Los pocos estudios que sitian a CREB como factor de transcripcion cardiaco
son relacionados con genes hipertroficos (Shanmugam et al., 2011; Chien et al.,
2015) u oncogenes como cFos (Chen et al., 2020).
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2. PAPEL DE LOS microRNAS EN EL INFARTO CARDIACO

Si el ADN es la base de datos donde se encuentra toda la informacién del
genoma, el ARN mensajero es el transcrito codificante encargado de llevar esa
informacién hasta los ribosomas y las proteinas son los productos finales
resultantes del cédigo genético; los microRNAs (miRNAs) son pequefios ARNs
enddgenos no codificantes (22 nucledtidos) que controlan la expresion génica
después de la transcripcion (Aghaee-Bakhtiari, 2019). Concretamente, su funcion
es regular la expresién génica a nivel post transcripcional mediante la unién con
la region no codificante en el extremo 3" (3" UTR) del ARN mensajero de sus genes
diana, lo que induce su degradacién o inhibe la traduccién a proteina (Parker and
Song, 2004). El proceso de regulacién génica mediada por estos miRNAs es
altamente complejo, pues un miRNA puede tener como diana varios genesy a su
vez los genes pueden ser diana de mas de un miRNA. Es mas, un miRNA puede
modular la transcripcion de otros miRNAs (Lim et al., 2005). Los miRNAs suelen
agruparse formando grupos o clusters para trabajar sobre una Unica diana o bien
regulando una ruta de sefializacién completa. Al tratarse normalmente de un
proceso orquestado por varios participantes, los efectos sobre los genes dianas
no son severos, sino que mas bien atenlan su expresion (Desvignes et al., 2015).

Los miRNAs se caracterizan por regular negativamente la expresién génica a
través de dos mecanismos principales: la degradacion del ARN mensajero (ARNm)
diana y la represion traduccional. Si la complementariedad entre el miRNA vy el
ARNmM es total o elevada se producird la degradacion completa de ese ARNm. Sin
embargo, si la complementariedad es menor se producird una inhibicién de la
traduccion (Figura 13) (Bartel, 2004). El hecho de que exista solapamiento
completo o no depende de la energia de libre unién que existe entre los primeros
8 nucledtidos del extremo 5’ del miRNA y el ARNm.

Complementariedad elevada en Baj I tariedad en 3-UTR
A la region codificante o UTR B ala complementariedaden

]
ot .. B “voo

Figura 13. Inhibicién de la expresidon génica. A) Escision de ARNm especifico
por un miRNA. La punta de flecha negra indica el sitio de escisidén. B) Represion
de la traduccién mediada por miRNAs.
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En el primero de los casos, el complejo RISC identifica la complementariedad
perfecta (o casi perfecta) entre el miRNA y el ARNm, y luego la endonucleasa del
RISC escinde el ARNm en un sitio en posicion central dentro de esa
complementariedad, midiendo desde el extremo 5 'del miRNA. El segundo caso
el miRNA se une al ARNm impidiendo el acceso del ribosoma.

2.1. MiRNAS EN EL INFARTO

Existen cada vez mas evidencias sobre el papel que juegan los miRNAs en los
procesos celulares asociados con isquemia y posterior revascularizacién en
pacientes sometidos a intervencién coronaria percutanea; asi como a nivel
experimental en modelos in vivo e in vitro (Eltzschig and Eckle, 2011; Su et al.,
2018). Los miRNAs se caracterizan en el IAM o I/R por adquirir un papel patoldgico
o protector, involucrados en la regulacién de los genes, inflamacién, respuestas
al estrés, angiogénesis o apoptosis (Fasanaro et al., 2008; Diaz et al., 2017; Shao
et al., 2018)

Una de las caracteristicas de los miRNAs que los hacen tan interesantes es la
posibilidad de modificar de forma muy especifica su expresioén, lo que los hace
una prometedora herramienta terapéutica. Diferentes investigaciones en ciencia
basica han mostrado que la sobrexpresion o la inhibicion de miRNAs pueden
alterar las respuestas patoldgicas en las enfermedades cardiovasculares. Los
antagomir son oligonucledtidos antisentido que se unen a un miRNA concreto
consiguiendo una inactivacién muy especifica y eficiente. De la misma manera,
existen oligonucledtidos andlogos a los miRNAs denominados mimics que
realizan la misma accién que los miRNAs enddgenos.

Un gran numero de familias de miRNA se han relacionado con los efectos
anti-apoptdticos y la supervivencia celular durante la I/R cardiaca, como miR-1,
miR-21, miR-24, miR-125, miR-133 o miR-98 entre otros (Figura 14) (Cheng et al.,
2010; Matkovich et al., 2010; Weiss et al., 2012; Diaz et al., 2017; Tan et al., 2018;
Zhai et al., 2019). Por ejemplo, modelos experimentales de IAM vy I/R, indicaron
gue miR-21 tiene accién antiapoptodtica regulando la muerte celular programada
(Cheng et al., 2010), la via la sefializacion PTEN/Akt (Tu et al., 2013) o la via Akt y
Bcl2/Bax (Ma et al., 2016). Otros casos son los de los agonistas del miR-1 y miR-
133a que también atenuan la apoptosis, aunque esta vez mediante la inhibicién
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de la caspasa 9. Por el contrario, el tratamiento previo de los corazones de ratas
con antimiR-133a aumenta la caspasa-9 y la tasa de apoptosis inducida por I/R
(Figura 14).
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Figura 14. MiRNAs implicados en procesos apoptdticos. Fuente: (J. Wang et al.,
2016).

Ademas de los miRNAs implicados en la supervivencia celular en el infarto y/o
reperfusién también son muy importantes aquellos miRNAs relacionados con el
remodelado cardiaco adverso como la fibrosis o la hipertrofia (J. Wang et al.,
2016). Por ejemplo, el miR-21 promueve la fibrosis cardiaca (Yuan et al., 2017),
mientras que la familia miR-29 (miR-29a/b/c) se demostrd que tenian un papel
inhibitorio sobre la expresion génica de proteinas de la matriz extracelular y
fibrosis en modelo animal de IAM. Ademas, la familia regula la expresidn de genes
pro-fibroticos; fibrilina 1, coldgeno tipo | (Col-I-, Col-1) y colageno tipo IIl (Col-liI-).
MiR-29 tiene como diana también al factor de crecimiento transformante (Tgf,
Transforming Grow Factor) B1 en la fibrogénesis (Mewton et al.,, 2011). Asi
mismo, el miR-101a regula negativamente la sefializacion de Tgf-B y suprime
significativamente la fibrosis cardiaca inducida con agonistas en rata con |IAM
(Figura 15).
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Figura 15. MiRNAs implicados en fibrosis. Fuente: (J. Wang et al., 2016)

2.2. MiIRNAS COMO PERSPECTIVAS FUTURAS

A pesar de que existen ejemplos prometedores utilizando el sistema
terapéutico basado en miRNAs en animales de experimentacion para la mejora
de la funcién ventricular, hipertrofia y remodelado cardiaco en IC, la reduccion
de muerte celular vy fibrosis tras un infarto, la mejora de la arteriosclerosis-
reestenosis o incluso para la dislipemia (Nabeebaccus, Zheng and Shah, 2016;
Lucas, Bonauer and Dimmeler, 2018); son pocos o casi inexistentes los ensayos
clinicos en la fisiopatologia cardiaca en humanos.

Los antagomir en general se pueden administrar por via intravenosa,
intraperitoneal o subcutdnea y con una inhibicion eficaz a largo plazo durante
varias semanas. La mayoria de los estudios utilizaron dosis Unicas o repetitivas de
0.5 a 25 mg / kg de peso corporal en rata y/o ratén. Sin embargo, para el tejido
cardiaco se necesitaban concentraciones mas altas para los antagomirs (8-80 mg
/ kg de peso corporal) para suprimir eficazmente los miRNAs (Lucas, Bonauer and
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Dimmeler, 2018). Curiosamente, la dosis eficiente y el esquema de dosificacidon
dependan no solo de la quimica sino también de la secuencia objetivo.

Tomando lo anterior en consideracién, se puede afirmar que gracias a su
capacidad para actuar sobre diferentes dianas génicas y participar en la
regulacion de su expresion, los miRNAs son unas moléculas potencialmente utiles
para el tratamiento de patologias cardiacas. Abriendo un amplio abanico desde
su papel como biomarcadores prondsticos o diagndsticos asi como moléculas
terapéuticas ya que son moléculas muy estables in vivo (Aghaee-Bakhtiari, 2019;
Condrat et al., 2020).

3. UROCORTINA COMO TRATAMIENTO CARDIOPROTECTOR

3.1. PEPTIDOS Y RECEPTORES

La Urocortina (Ucn) es un neuropéptido de mamifero de unos 40
aminodacidos que estd directamente relacionado con el factor liberador de
corticotropina (CRF), descubierto en 1981 (Bittencourt, 2013). La familia incluye
tres isoformas diferentes de Ucn; Ucn-1, Ucn-2 y Ucn-3.

La principal diferencia entre las tres isoformas es su localizaciéon dentro del
organismo, asi la Ucn-1 estd presente en el cerebro, placenta, tracto
gastrointestinal, tejido sinovial, linfocitos, tejido adiposo, células endoteliales y
corazon (lino et al., 1999; Kimura et al, 2002). La Ucn-2 es expresada
mavyoritariamente en corazén y areas concretas del sistema nervioso central
(Hillhouse and Grammatopoulos, 2006). Por ultimo, la Ucn-3 fundamentalmente
se encuentra en la glandula pituitaria e hipotdlamo, con menores niveles en
auriculas y ventriculos del corazon (Lewis et al.,, 2001). Su vida media es
relativamente corta, de unos 10 min cuando se trata de las isoformas 2 y 3 (Davis
et al., 2007), mientras que la 1 puede durar hasta 50 min (Davis et al., 2005) .

La Ucn realiza su funcion fisioldgica mediante la activacién paracrina o
autocrina de receptores de CRF (CRF-R) expresados en la membrana celular de
las células diana. Igual que las diferentes isoformas de la Ucn presentan una
localizaciéon determinada dentro del organismo lo mismo ocurre con sus
receptores. Existen dos tipos de receptores: CRF-R1 y CRF-R2, ambos acoplados
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a proteinas G (GPCRs) con 7 dominios transmembrana. El primero de ellos est3
altamente expresado en el cerebro y el segundo se localiza mas en tejidos
periféricos; musculo cardiaco, liso y esquelético, siendo baja su presencia en
cerebro (Van Pett et al., 2000). Ademas, la afinidad con la Ucn se une a uno u
otro receptor varia, pues presenta 40 veces mas afinidad por el CRF-R2
(Lovenberg et al., 1995).

Localizacidon .
.. Ligando
principal
CRF-R1 Cerebro CRH/Ucn-1
CRF-R2 Cerebro Ucn-1
Corazon Ucn-1, Ucn-2
Musculo esquelético Ucn-3

Tabla 1. Localizacién de los CRFs y sus ligandos. Fuente: (Takefuji and Murohara, 2019).

3.2. EFECTOS CARDIOVASCULARES

En el tejido miocardico, la Ucn tiene efectos inotrdpicos y lusitrépicos
positivos mediados a través del CRF-R2. Es decir, participa en el aumento de la
contractilidad y acortando el periodo de relajacion.

A inicios de siglo, se disponia de pocos datos sobre los mecanismos de
sefializacion celular subyacentes a las acciones inotrdpicas y lusitrépicas de la
Ucn-2 en el corazén. Es decir, de su aumento de contractilidad y acortamiento de
periodo de relajacién (Makarewich et al., 2015). Finalmente se descubrié que
estos efectos se deben a que los CRF-R2s acoplados a proteinas G activan la ruta
de sefializacion AMPc-PKA (Protein Kinase A). Y a su vez, la estimulacion de la
actividad de la PKA provoca la fosforilacion de varias proteinas clave implicadas
en el acoplamiento de EC cardiaco incluyendo a los canales de Ca® tipo L, el RyR
o el fosfolamban (Yang et al., 2006).

Se ha demostrado que muchas otras vias de sefializacién estan involucradas
en los efectos de Ucn en el corazdn relacionadas con PI3K (Phosphatidylinositol
3-Kinase), PKB (Protein Kinase B), PKC (Protein Kinase C), la familia de las MAPKs
(Mitogen-Activated Protein Kinase) o EPAC (Exchange Protein Activated by cAMP)
(Figura 16) (Calderdn-Sanchez et al., 2009; Smani et al., 2010) .
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Figura 16. Efecto de la Ucn en cardiomiocitos. La unién de la Ucn a los
receptores de CRF en los miocitos cardiacos promueve efectos inotrépicos y
lusitropicos positivos que implican: aumento de AMPc, estimulacion de PKA y
EPAC, activacion de cascadas de quinasas como PKC y MAPK, y al final aumento
de la concentracion de Ca2*;. Fuente:(Diaz and Smani, 2013).

Con todo ello, se puede concluir que los péptidos de Ucn actlan a través de
multiples vias de sefializacién para promover la contractilidad vy la relajacién de
los cardiomiocitos (Rademaker and Richards, 2017).

3.3. EL PAPEL DE LA UCN EN LA MUERTE CELULAR Y REMODELADO
CARDIACO

Se han llevado a cabo numerosos estudios de la Ucn en diferentes patologias
gue afectan al sistema cardiovascular, desde la IC, la enfermedad isquémica,
hipertension arterial, diabetes e incluso hipertensién pulmonar (Monteiro-Pinto
et al., 2019).
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La patologia de estudio en esta tesis doctoral es la isquemia miocdrdica, y
como se ha comentado anteriormente a nivel molecular la isquemia provoca
diferentes tipos de muerte celular, desde necrosis en el nucleo infartado a
apoptosis en zonas limitrofes al drea de muerte (Diaz et al., 2017). Y es en este
contexto, donde los péptidos de Ucn podrian colaborar con la mejora de la
patologia mostrando su papel cardioprotector segin describen otros autores.
Tanto Calderdn-Sanchez et al. como Williams et al. describieron como los
péptidos de Ucn promueven la supervivencia celular induciendo apoptosis como
un modelo de muerte programada y controlada que evita la pérdida de
cardiomiocitos y procesos inflamatorios durante el proceso de I/R (Calderdn-
Sanchez et al., 2016; Williams et al., 2017).

Ademas, se ha visto que la Ucn es capaz de actuar sobre la regulacion de
genes apoptdticos como Xiap, p-Bad, Cd40-L (Barry et al., 2010; Calderdn-
Sanchez et al., 2016). Es mas, se ha descrito cémo la Ucn modula la expresion de
determinados miRNAs que participan en la expresion de genes de apoptosis. La
Ucn-1 regulan positivamente la expresion de miR-125a-3p y miR-324-3p vy
negativamente la del miR-139-3p. De igual manera la Ucn-2 participa en la
expresiéon del miR-324-3p y miR-139-3p. A su vez, la sobrexpresion de estos
miRNAs promueve la desregulacion de la expresion de genes implicados en la
muerte celular y apoptosis como Brcal, Bim, Stat2 (Diaz et al., 2017). Ademas, la
Ucn-2 regula miR-221, miR-150 y miR-206 que a su vez regulan genes anti-
apoptoticos como algunas caspasas, o0 anti-autofagicos como Lc3.
Concretamente, el miR-221 disminuye Ddit4, Tp53inp1, P27, Bakl, Bim y Bmf
(Zhou, Chen, Lew, A Mark Richards, et al., 2016) .

Ademas del papel que tiene Ucn en la muerte celular, también participa en
otros parametros mas clinicos como el tamafio de infarto, la fibrosis o hipertrofia
cardiaca. La administracion de la Ucn al inicio de la reperfusion reducia
significativamente el tamafio del infarto en corazones de ratas de I/R (Brar et al.,
2004; Liu et al., 2005). La fibrosis también se mejoraba en modelos de ratas
diabéticas (Liu et al., 2016). Un tratamiento cronico de Ucn llegd a disminuir los
depdsitos de colageno, mejorar la morfologia ventricular y en definitiva la funcién
cardiaca (Ellmers et al., 2015). En cuanto a la hipertrofia cardiaca, no existen
tantos estudios pero la mayoria afirma que la Ucn podria inducirla (Gruson et al.,
2012).
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OBJETIVOS

El principal objetivo de esta tesis doctoral ha sido estudiar los cambios
fisiopatoldgicos que ocurren durante el sindrome de I/R y en el remodelado
cardiaco adverso, sin olvidar el papel cardioprotector de la urocortina-2.

Puntualizando dicho objetivo principal se encuentran los siguientes items:

1. Analizar la funcién cardiaca y cambios fisiopatoldgicos ocurridos en el
modelo experimental de isquemia y reperfusion.

2. Caracterizar el papel de los canales SOCC en modelo de I/R, y su
participacién en la homeostasis del Ca?* cardiaca.

3. Estudiar elementos de regulacion post-transcripcional relacionados
tanto con la regulacion génica mediada por factores de transcripcién como por
miRNAs.

4. Determinar el efecto cardioprotector de la Ucn-2, centrandose en la
regulacion que pueda ejercer sobre la homeostasis del Ca** y a nivel post-
transcripcional.
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MATERIALES Y METODOS

Esta tesis doctoral se realizé de acuerdo con las recomendaciones del Real
Decreto 53/2013 de acuerdo con la Directiva 2010/63 / UE del Parlamento
Europeo y aprobado por el Comité de Etica local en Investigacién humana del
Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla y el Comité de Investigacién
Animal de la Universidad de Sevilla.

1. ESTUDIOS REALIZADOS CON MUESTRAS DE PACIENTES

El estudio se realizd de conformidad con la Declaracién de Helsinki (Carlson,
Boyd and Webb, 2004), los requisitos pertinentes de la legislacion espafiola y el
dictamen favorable del Comité de Etica (no. 2013PI1/096) de la Investigacion de
los Hospitales Universitarios Virgen Macarena-Virgen del Rocio de Sevilla.
Durante todo el proceso, se garantizo la confidencialidad de los datos de acuerdo
a la legislacion vigente. Todos los sujetos del estudio participaron
voluntariamente y firmaron un formulario de consentimiento informado. En el
caso de donaciones para trasplante, el consentimiento informado fue firmado
por escrito por ambas familias.

Primero se evalud la expresién de miRNAs en muestras de sangre sin
anticoagulantes de pacientes que sufrieron un primer IAM recogido 3 h después
de la intervencién coronaria percutanea. Se obtuvo el suero mediante una
centrifugacién de 1500 g durante 15 min. Los criterios de inclusion fueron:
pacientes menores de 75 afios, diagnosticados de |AM, que presentaron
sintomas de 2 a 6 h previas a la angioplastia y que presentaran oclusion de la
arteria descendente anterior con grado de flujo epicdrdico TIMI (Trombdlisis en
Infarto de Miocardio) de O en el angiograma inicial. Se excluyeron los pacientes
con antecedentes de cardiopatia isquémica, una tasa de filtracién glomerular
menor de 30 ml / min, grado de flujo TIMI> 0-1 en el momento de la angiografia.
Los pacientes recibieron terapia farmacoldgica estandar segln las guias clinicas
actuales.

En segundo lugar, se evalud la expresion de los miRNAs y de genes en biopsias
de musculo cardiaco de 7 pacientes (4 hombres y 3 mujeres) IC de origen
isquémico. Los pacientes con IC tenian una mediana de edad de 58,6 afios y su
Fraccién de Eyeccion del Ventriculo Izquierdo (FEVI) era del 35,6 + 14,8 %.
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2. MODELO ANIMAL DE I/R

1.1. MODELO DE I/R EN RATA ADULTA

El objetivo principal de esta intervencién fue la ligadura reversible de la
arteria coronaria izquierda para simular lo que ocurre durante el IAM y posterior
reperfusién. Los experimentos fueron realizados en ratas Wistar macho de 250 +
50 g anestesiadas con mezcla de ketamina (50 mg / kg)-xilacina (8 mg / kg) para
lainduccién del suefioy 0,/ sevofluorano al 2 % para el mantenimiento del mismo
durante la operacién. Todos los animales recibieron ventilacion mecanica
(Harvard Apparatus, EE.UU.) utilizando un volumen tidal de 1.5-2.0 ml a 75-80
ventilaciones / min y fueron monitorizados por el electrocardiograma (ECG).
Ademas, durante toda la cirugia se controld la temperatura (T2) con una manta
eléctrica para que fuera constante a 37 °C. Posteriormente se realizd una
toracotomia izquierda, mediante la diseccién de los musculos pectorales,
abriendo el espacio intercostal entre la tercera y cuarta costilla, apertura de la
pleura y posterior pericardiectomia hasta visualizar el corazon. La oclusion de la
arteria coronaria izquierda se realizé utilizando hilo de sutura de seda de 6-0
ProleneTM (Ethicon, EE.UU.). Para realizar el IAM se dio un punto a la altura de la
arteria coronaria descendente anterior colocando un tubo de didmetro muy
pequefio entre el corazon y el punto de sutura para realizar después la
reperfusién (Figura 17). Para comprobar que la ligadura se habia realizado
correctamente se observé como la zona del corazdn cercana al infarto se volvia
cianodtica y como el segmento ST se elevé en el ECG.

Antes de la reperfusion (5 min), se administrd suero salino (0,9 % NaCl) con
o sin Ucn-2 de manera intravenosa por la cola. Tras 45 min de isquemia se inicio
la reperfusién cortando el punto de sutura y retirando el tubo. Se confirma que
la reperfusién se realizd correctamente porque se observé una hiperemia
epicardica y un ECG normal. Para terminar, se cerré el térax teniendo que drenar
previamente el neumotdérax producido durante la cirugia. Para ello se utilizd una
jeringuilla para aspirar, provocando un vacio en la cavidad tordcica.

El mantenimiento de la anestesia gaseosa se continud hasta que el animal
comenzd a tener reflejos. Para terminar, se administré analgésico para el dolor
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post-operatorio con meloxicam (1 mg / kg) por via subcutanea. La frecuencia de
supervivencia en todos los grupos tras la cirugia fue de un 95 %.

Figura 17. Operacién de I/R de rata Wistar. A) Periodo de isquemia, se ha dado
el punto alrededor de la arteria coronaria y estd puesto el tubo para poder
cortar después el punto y hacer la reperfusion. B) Momento del despertar
sobre placa calefactora y monitorizada con el ECG post-cirugia. La rata esta
entubada en todo momento hasta que empieza a tener reflejos.

Una vez las ratas fueron operadas, dependiendo de los experimentos que se
quisieron realizar, el tiempo de reperfusion fue de 24 h, a 6 semanas. Siendo la
mayoria de veces el tiempo final una semana (Figura 18). Para su sacrificio, se
utilizdé una inyeccién intraperitoneal de pentobarbital sédico (100 mg / Kg).

in vitro Isquemia NaCl Reperfusion
IIR + Uen-2 olenZ i
<=
5 min 24 h
< =&
3h 72 h

1 semana

Figura 18. Esquema de trabajo para ratas operadas de I/R o I/R+Ucn-2.

Para administrar la Ucn-2 (150 pg / Kg, Sigma-Aldrich- EE.UU.) se infundié 5
min antes de reperfundir el tejido miocardico a través de la vena de la cola segin
se explica en la Figura 18. Para el modelo animal Sham se realizd la misma cirugia
excepto la ligacidn de la arteria coronaria. Igualmente se administrd la solucién
vehiculo de suero salino (0,9 % NaCl) por la vena de la cola.
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1.2. CULTIVO PRIMARIO DE RATAS NEONATALES

Se llevaron a cabo cultivos primarios de cardiomiocitos ventriculares de ratas
Wistar recién nacidas (NRVM, Neonatal Rat Ventricular Myocytes) entre los dias
1y 3 (pl-p3). Tras el sacrificio, las auriculas se descartaron y las células
ventriculares fueron dispersadas mecanicamente con cortes en condiciones de
esterilidad dentro de la campana de flujo. Seguidamente, se lavaron y se
comenzé la disgregacion enzimatica con tripsina-DNA-asa (0,125 %) (Sigma-
Aldrich, EE.UU.). Tras 5 pases con tripsina durante 20 min, se incubaron las células
en placas de cultivo (6 cm @) durante 1 h a 37 °C para separar fibroblastos de
cardiomiocitos. Estos ultimos al ser mas pequefios y pesar menos se encuentran
en suspension durante la primera hora mientras que los fibroblastos terminan
por depositarse en el fondo de la placa. Tras 1 h de incubacion se sembraron los
cardiomiocitos con medio de cultivo al 15 % de suero (Tabla 2) en placas de
cultivo (3 cm @) con cubres estériles destinadas a la medicidn de Ca?* intracelular
con una densidad de millén y medio de células por placa, y en placas de cultivo
mas grandes (6 cm @) para la extraccién de ARN-proteinas con una densidad de
tres millones y medio de células por placa.

Porcentaje de

Composicién
suero

Medio DMEN (Dulbecco's Modified
Eagle Medium), medium 199 (4:1)
suplementados con 10% de suero de
caballo (HS, Horse Serum), 5% de
Medio al 15% suero fetal bovino (FBS, Fetal Bovine
Serum) (Thermo Fisher, EE.UU.),
100pg/ml de penicilina'y 100ug/ml
de estreptomicina (Sigma-Aldrich ,
EE.UU.)

Medio DMEN, medium 199 (4:1)
suplementados con 0,75% de HBS y
0,25% de FBS, 100ug/ml de penicilina
y 100pg/ml de estreptomicina

Medio al 1%

Tabla 2. Composicién medios de cultivo.

Los NRVM se sometieron a una isquemia simulada en medio isquémico (Tabla
3), en la camara hipoxica al 1 % O, y al 5 % de CO,. La reperfusion consiste en
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poner las células en medio al 1 % de suero (Tabla 2) y en un incubador al 21 % O,
y 5 % CO,. Cuando se administré el tratamiento con Ucn-2 (10 nM) o Ucn-2 +
astresina (500 nM) (Tocris, GB), el inhibidor especifico del receptor de la Ucn-2
(CRF-R2), se hizo desde el momento que las células se sometian a isquemia.

Solucién Composicién (mM) pH
142 NaCl
3.6 KCI
1.2 MgCl2
) 1.8 CaCl2
Medio isquémico 6,22
5 NaHCO3
20 Hepes

20 Lactato-Na

20 sucrosa

Tabla 3. Composicién medio isquémico.

En funcion de los experimentos que se quisieron realizar, el tiempo de
reperfusién fue de 5 min, 30 min, 24 h o 72 h (Figura 19).

Estabilizacién + mimics ..

<

—
3h 5 min/ 30 min
24h/72h

Figura 19. Esquema de trabajo para experimentos con NRVM.

En resumen, el flujo de trabajo fue el siguiente:

™

4 I -
’ ¢ Cultivo primario I e e
Dia 1 Dia 5 . Hlpoxm. (’3 h) + re’perfusn:?n 5
 Extraccion proteinas (activacion)
- J
; * Cambio de medio , le Extraccién de ARN-proteinas (24 h
Dia 2 i Dia 6 i p (24 h)
‘,4—/‘ —
, * Transfeccidon con siRNA / mimics , « Extraccién protefnas (72 h)
Dia 3 Dia 8 * Cuantificacién de Ca2+ intracelular.
/ € 4

Figura 20. Esquema de trabajo con el cultivo primario de NRVM.
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3. TECNICAS DE IMAGEN POR ULTRASONIDOS Y MEDICINA NUCLEAR

Para las técnicas de imagen las ratas fueron anestesiadas al 2 % de
sevofluorano, monitorizadas por ECG y controladas térmicamente por un
termometro anal. Se realizaron ecocardiografias transtordcicas usando el sistema
de ultrasonidos VevoTM 2100 transducer MS250 a una frecuencia de 13-24 MHz
(VisualSonicsTM, CA). La funcion cardiaca fue analizada previa a la cirugia y
después de la cirugia segln los tiempos establecidos. Las imdgenes que se
obtuvieron fueron en modo M a nivel de los musculos papilares y los diferentes
parametros funcionales y hemodinamicos se adquirieron y evaluaron de manera
ciega.

Los estudios con resonancia magnética fueron llevados a cabo por el sistema
deimagen ICON 1T (Bruker, EE.UU.) para evaluar la funcién cardiaca, las imagenes
fueron adquiridas en la secuencia spin-eco-cine T1 ponderada en eje corto desde
la base hasta la altura de la valvula mitral hasta el dpex ventricular izquierdo.
Ademads, para cuantificar el drea isquémica las imagenes se adquirieron con la
secuencia en gradiente eco aproximadamente 15 min tras la administracion de
gadolinio (Sigma-Aldrich, EE.UU.) para visualizar contraste, el cual resaltaba las
areas fibréticas.

Estos experimentos fueron llevados a cabo por la técnico responsable del
servicio de imagen en el Instituto.

4. CORTES HISTOLOGICOS Y TAMARNO DE INFARTO

Tras la cardiectomia los corazones de rata fueron inmersos en PBS
(Phosphate Buffer Saline) (1x) frio para limpiarlos de la sangre. Después se
congelaron 1 h a -20°C y se cortaron en rodajas de 2 mm. Posteriormente, las
rodajas se sumergieron en solucion al 1 % de cloruro de tetrazolio (TTC) en PBS
(1x) a 37 °C durante 30 min. Con esta técnica el miocardio sano muestra un
intenso color rojo por la actividad redox de las deshidrogenasas mientras que el
area necrodtica permanece blanca. Las rodajas de corazon se fotografiaron vy el
area de infarto fue cuantificada usando ImageJ (National Institutes of Health,
EE.UU.). El tamafio del infarto fue medido como porcentaje del total del
ventriculo izquierdo a nivel de los musculos papilares.
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5. ENSAYOS DE TRANSFECCION: SILENCIAMIENTO Y SOBREXPRESION
DE GENES EN NRVM

Cuando los NRVM tenian una confluencia superior o igual al 70 %, se llevaron
a cabo ensayos de silenciamiento con siRNAs (small interfering RNA) con el fin de
eliminar especificamente el ARNm que codifica para proteina, y ensayos de
sobrexpresién con mimics para imitar a los miRNAs endégenos. Para ello se utilizd
Lipofectamine® RNAIMAX Transfection Reagent (Thermo Fisher, EEUU). Se
diluyeron 5 pl de lipofectamina en 150 pl de Opti-MEN® Medium (Gibco, EE.UU.).
Después se afiadieron 3 pl a 10 uM del siRNA a 150 ul de Opti-MEN®. Ambas
preparaciones se mezclaron en proporcion 1:1y se incubaron 5 min a T2 amiente.
Finalmente se afiadid la mezcla a las placas de cultivo de 3 cm @ (para las de 6 cm
@ se utilizé el doble de los reactivos). El silenciamiento se dejé durante las
siguientes 24 / 48 h. Como control positivo de la transfeccion se utilizé el
producto comercial BLOCK-iTTM Alexa Fluor® Red MEM® Medium (Thermo
Fisher, EE.UU.), que entra por los poros creados por la lipofectamina y prueba la
eficiencia de la transfeccién.

Los siRNAs que se utilizaron fueron de los siguientes genes con las secuencias
detalladas en la Tabla 4:

siRNA Sentido Antisentido Referencia
siOrail 5’-CCUGUUUGCGCUCAUGAUC-3" | 5’-GAUCAUGAGCGCAAACAGG-3’ Dharmacon (EE.UU.)
. Ambion, Thermo Fisher
siTRPC5 5’-GGUGACACAGAAUA-3’ 5’-AAUCAUSUUCUGUGUCACC-3’ (EE.UU.)
. , i i , | Ambion, Thermo Fisher
siCREB 5’-CCAUGGAGCUGAACGAAUU-3 5’-AAUUCGUUCAGCUCCAUGC-3 (EE.UU.)
. Ambion, Thermo Fisher
siAC8 5’-GCCUCUCAUUCUCCGCAAA-3" | 5-UUUGCGGAGAAUGAGAGGC-3’ (EE.UU.)
. Ambion, Thermo Fisher
siControl 5’-CAAUAGCAAUCAUUACCAU-3’ 5’-AUGGUAAUGAUUGCUAUUG (EE.UU.)

Tabla 4. Secuencias de siRNA en direccién 5’ — 3’ y referencia.

Los mimics que se utilizaron fueron los siguientes miRNAs detalladas en la

Tabla 5:
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Mimics Secuencia madura miRNA Referencia
Rno -miR 29a 5’-UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA-3’ Thermo Fisher (EE.UU.)
Rno -miR 451_1* 5-‘AAACCGUUACCAUUACUGAGUU-3’ Thermo Fisher (EE.UU.)
Control Negativo Acuerdo de confidencialidad Thermo Fisher (EE.UU.)

Tabla 5. Secuencias maduras de mimicsy referencia.

6. EXTRACCION DE ARN y RT-gPCR

6.1. EXTRACCION DE miRNA Y ARN TOTAL

Para realizar la extraccién de miRNA/ARN total (ARNt) a partir de NRVM fue
necesario colocar las placas en hielo, retirar el medio de cultivo, lavar con PBS
(1x) frio para afiadir 1 ml de QIAzol lysis reagent (Qiagen, DEU), producto similar
al TRIzol® y comenzar a rascar la placa. En el caso de las muestras de tejido de
humano y de corazén completo de rata se cortd el tejido congelado, pesando
cerca de 20 mg. Posteriormente, se triturd el tejido en el de N,-homogenizador a
ciclos de 1 min a 30 Hz 3 veces, la tercera vez se afiade el Q/Azol a cada eppendorf.
Posteriormente, se centrifugd o a 13000 rpm durante 1 min a 4 °C.

A continuacion, se siguieron las instrucciones de extraccion del kit miRNAeasy
(Qiagen, DEU). El segundo paso tras la adiciéon del QIAzol, para conseguir la
separacién de fases que permita aislar el RNA, fue afiadir 200 pL de cloroformo
(Panreac Applichem, EE.UU.). La mezcla se agitd vigorosamente en vortex 15 sy
se centrifugd a 13000 rpm durante 15 min a 4 °C para obtener una fase inferior,
una interfase de fenol-cloroformo y una fase superior acuosa que contenia el ARN
y que fue recogida con precaucion de no alterar las otras fases. Dependiendo del
volumen obtenido de la fase acuosa se afiadieron 1,5 voliumenes de etanol. La
siguiente etapa comprendié la precipitacion del miRNA / ARNt. Para ello, la fase
acuosa-etanol se hizo pasar por las columnas del kit comercial y posteriormente
se intercalaron se centrifugaciones de 1 min a 8000 rpm con los buffer
comerciales a T2 ambiente. El volumen de elucién dela muestra fue de 30 pul de
agua libre de ARN-asas.
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Se vio que para la cuantificacién del miRNAy el ARNt era mucho mas correcto
utilizar dos métodos de cuantificacion diferentes. Para cuantificar ARNt, se utilizé
el Nanodrop (Thermo Fisher, EE.UU.) midiendo la absorbancia a 260 nm. Por lo
contrario, se vio que para cuantificar con exactitud la cantidad de miRNAs en la
muestra era mucho mas eficaz el fluorémetro Qubit 5.0 (Thermo Fisher, EE.UU.).
El ensayo es altamente selectivo de miRNA obviando ARNr (ARN ribosémico) o
ARNm (>1000 bp) teniendo la particularidad de que se necesita Qubit microRNA
Assay Kit (Thermo Fisher, EE.UU.) para realizar la medicion. El fluoréforo del kit
se une a las moléculas de miRNA vy el aparato es capaz de detectar dicha
fluorescencia. Por cada muestra se prepara 1 ul de fluoréforo y 199 ul de buffer
comercial. Posteriormente, se mantiene la misma proporcion y se mezclan 1 pl
de ARNt y 199 ul de fluordforo-buffer. Al final somos capaces de obtener la
cantidad de miRNAs presentes en la muestra en ng / ml.

6.2 RETROTRANSCRIPCION

La transcripcidn inversa, transcripciéon reversa o retrotranscripcion (RT) es
una reaccién que implica la generacién de una cadena de ADN de doble cadena
complementaria al ARN o miRNA de cadena simple. En este caso se llevaron a
cabo tres tipos de RT diferentes, en funcién de si se trabajaba con miRNAs, ARNt
o ARNt para PrimePCR, placas disefiadas comercialmente. Todas ellas a 500 ng.

Para la RT de miRNAs se utilizd miScript Il RT Kit (Qiagen, DEU) con el buffer
HiSpec, cuya formulacion impide la retrotranscripcién de moléculas de ARN de
gran longitud y favoreciendo la sintesis de miRNAs maduros de < 25 bp (Figura
20, Tabla 6). El programa del termociclador utilizado fue de 1 h a 37 °C seguido
de una incubacion de 1 min a 95 °C.
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miScript Universal Primer
(reverse primer)

oligo T priming.

Sin embargo, para la RT de ARNt se utilizd iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad
EE.UU.) y en el caso de las placas PrimePCR comerciales predisefiadas iScript Adv
cDNA Kit for RT-gPCR (Biorad, EE.UU.) (Tabla 6). En el primero de los casos el
programa de la RT fue priming 5 min a 25 °C, transcripcion reversa 20 min a 46
°C, inactivacion de laRT 1 min a 95 °C. En el segundo caso, la transcripcion reversa
dur620 mina 46 °Cy 1 mina95 °C.

Kit de RTs Composicién Volumen/reaccién
5x miScript HiSpec Buffer 4ul
10x miScript Nucleics Mix 2ul
miscript il RT Kit miScript Reverse 1ul
Transcriptase Mix H
ADNc Variable

Agua libre de ARN-asas Variable
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5x reverse-transcription aul

reaction mix H

iScript r?verse 1

iScript cDNA Synthesis Kit transcriptase

ADNc Variable
Agua libre de ARN-asas Variable

iScript Advanced 5x aul

Reaction Mix H

iScript Advanced Reverse |

iScript Adv cDNA Kit for RT- Transcriptase In
qPCR ADNc Variable
Agua libre de ARN-asas Variable

Tabla 6. Resumen de kits de RT utilizados.

6.3. qPCR PARA MiRNAs DIANA Y GENES APOPTOTICOS/FIBROTICOS

Para la cuantificacién de la expresidon génica en las muestras, se realizé una
gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) a partir del ADN complementario
(ADNc). De nuevo, existieron diferencias en la metodologia empleada para mirar
la expresion de miRNAs, genes o genes incorporados en una placa PrimePCR
comercial predisefiada (PrimePCR Tier 1 Apoptosis and Survival (Qiagen, DEU)).
En el primero de los casos, se prepard una dilucién del ADNc de las muestras a
1:10 para cargar en la placa, de esta manera se reducen los inhibidores de la
reaccion. Se realizaron triplicados de cada muestra para cada condicion cargados
en placas de 384 pocillos FrameStar 384 Well PCR Plate (4attitude, EE.UU.). Los
reactivos a utilizar fueron: Sybr-Green (Biorad, EE.UU.), miScript Primer Assay
(Tabla 7) (Qiagen, DEU) y 10x miScript Universal Primer (Qiagen, DEU) (Tabla 15).
Las placas fueron agitadas en vértex para placa y centrifugadas durante 1 min a
3000 rpm. El programa de ciclos de la gPCR fue 95 °C 20 s, 40 ciclos a 95 °C
durante 1 min y 60 °C durante 20 s en el termociclador Viia7 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, EE.UU.).
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miScript Primer . .
Assay Mature Accesion Referencia
Rn-miR-21_2 MS00013216 Qiagen (DEU)
Rn-miR-29a_2 MS00033397 Qiagen (DEU)
Rn-miR-125a-3p_1 MS00012992 Qiagen (DEU)
Rn-miR-139-3p_1 MS00013048 Qiagen (DEU)
Rn-miR-324-3p MS0006181 Qiagen (DEU)
Rn-miR-324-5p MS00005747 Qiagen (DEU)
Rn-miR-339-5P_1 MS00033453 Qiagen (DEU)
Rn-miR-423 1 MS00013615 Qiagen (DEU)
Rn-miR-451_1* MS00033726 Qiagen (DEU)
Rn-miR-499-5p 1 MS00001169 Qiagen (DEU)
Snord95 MS00033726 Qiagen (DEU)
Ctrl_miRTC1 1 MS00000001 Qiagen (DEU)

Tabla 7. Primers de miRNAs utilizados.

En segundo lugar, se diluyeron las muestras a 1:10 en H,0, y se realizaron
triplicados de cada muestra para cada condicion utilizando placas de 384 pocillos
FrameStar 384 Well PCR Plate. En este caso se utilizd Sybr-Green y los
oligonucleédtidos sentido y antisentido de cada gen en cuestién (Tabla 8). Las
placas fueron agitadas en vértex para placa y centrifugadas durante 1 min a 3000
rpom. El programa de ciclos de la gPCR fue 95 °C 20 s, 40 ciclos a 95 °C durante 1
miny 60 °C durante 20 s en el termociclador Viia7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, EE.UU.).

Referencia
Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Sigma-Aldrich (EE.UU.)

(
(
(
(

Secuencia
5’-CCAAACTAGCAGTGGGCAGT-3’
5’-GAATGGTAGTACCCGGCTGA-3’

5’-AAGTTTCGAATTTGAGGAGCAGA-3
-AATCTCTGATGGCATCGCATCGCACA
5’-CCATAAGACGGACCGACAGT-3’
5-GGGAAGGTGAGGAXTTAGGC-3’
5’-TTCACCTACAGCACGCTTGT-3’
5’-TTGGGATGGAGGGAGTTTAC-3’
5’-GGTCACTTTCACTGGTTGACGA-3’
5’-TTGAATATCAAACACGCAAGGC-3’

Oligonucleétidos

Creb Forward

Creb Reverse

Trpc5 Forward

Trpc5 Reverse

Orail Forward

Orail Reverse

Col-I Forward Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Sigma-Aldrich (EE.UU.)

)

Sigma-Aldrich (EE.UU.

Col-I Reverse
Col-lll Forward

Col-Ill Reverse
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Tgf- f1 Forward 5’-ATTCCTGGCGTTACCTTGG-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Tgf- f1 Reverse 5’-AGCCCTGTATTCCGTCTCCT-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Tgf- B2 Forward 5’-GCAGAGTTCAGGGTCTTTCG-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Tgf- B2 Reverse 5’-GCTGGGTTGGAGATGTTAGG-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Bcl-2 Forward 5’-TTCGGGATGGAGTAAACTGG-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Bcl-2 Reverse 5’-AAGGCTCTAGGTGGTCATTCAG-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Cycs Forward 5’-CAAAGTGTGCCAGTGCCA-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Cycs Reverse 5’-CAGCAGCCTGGCCTGTCTTC-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Apaf-1 Forward |5’-TCCAGCGGCAAGGACACAGACG-3/] Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Apaf-1 Reverse p’-CAAACCGCGTGCAAAGATTCTGCA-3 Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Mapk-8 Forward p’-TGCCATCATGAGCAGAAAGCAAAC-3 Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Mapk-8 Reverse |5 TCTGATTCTGAAATGGCCGGCTG-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Hmox-1 Forward 5’-AGGCTAAGACCGCCTTCCT-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Hmox-1 Reverse 5'-TGTGTTCCTCTGTCAGCATCA-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Aifm-1 Forward 5’-GAGAAACAGAGAAGAGCCA-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Aifm-1 Reverse 5’-GTCACGTCCCTTTCCTGCT-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Gapdh Forward 5’-ATGGGAGCTGGTCATCAAC-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Gapdh Reverse 5’-TTGCTGACAATCTTGAGGGA-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
p-actina Forward 5’-TTCTTCCTGGGTATGGAAT-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)
p-actina Reverse 5’-GAGCAATGATCTTGATCTTC-3’ Sigma-Aldrich (EE.UU.)

Tabla 8. Primers de genes utilizados. Creb, Trpc; Orai; Col; Tgf; Bcl-2, B-cell lymphoma
2; Cycs, Apaf, Apoptosis protease-activating factor, Mapk, Hmox, Heme oxygenase;
Aifm, Apoptosis inducing factor, Gapdh, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase;
B-actina.

Se realizaron también PrimePCR de placas comerciales predisefiadas con
primers para genes relacionados con la apoptosis y la muerte celular en cada uno
de sus pocillos (Tabla 9). Cada placa de 384 pocillos estaba formada por 4 placas
de 96 genes. El protocolo indicaba que las muestras debian ser diluidas 1:15.
Como en los casos anteriores, las placas fueron agitadas en vértex para placa y
centrifugadas durante 1 min a 3000 rpm. El programa de ciclos de la gPCR fue
igual que para una PCR normal de genes.
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Abl-1 Cflar Ifng Pten gDNA
Aifm-1 Clu lgf-1 Pycard PCR
Akt-1 CtnnB1 lgf-BP3 Raf-1 RQ1
Akt-2 Cycs lgf-BP7 Rb-1 RQ2
Akt-3 Dlc-1 I-17A Rps6kB-1 RT
Apaf-1 Erbb-3 11-18 S100-A9
Apc Erbb-4 II-1B Sfrp-1
Atm Fadd Jak-2 Sod-1
Bad Fas Len-2 Sod-2
Bak-1 FasLG Mapk-1 Src
Bax Fgf-2 Mapk-14 Stat-1
Bcl-2 Fgf-R2 Mapk-3 Tbp
Bcl-2L1 Foxo-1 Mapk-8 Tgf-61
Birc-5 Gapdh Mecl-1 Tnf
Casp-1 Haf Mdm-2 Tnfrsf-10A
Casp-3 Hmgb-1 Myc Tnfrsf-108B
Casp-8 Hmox-1 Nfk-81 VegfA
Casp-9 Hprt-1 Nfk-8IA Tnfrsf-1A
Cav-1 Hras Ngf Tnfrsf-1B
Cd4 Hsp90-AA1 Pik-3CA Tnfsf-10
Cd44 HspalA Pik-3CG Tp-53
Cdkn1A Hspa-5 Prkcd Tp-63
Cdkn2A HspD1 Ngf-1 Xiap

Tabla 9. Disefio de placa comercial PrimePCR Apoptosis and Survival Tier 1. Abl, Proto-
Oncogene; Aifm; Akt, Serine/Threonine Kinase, Apaf; Apc, regulator of WNT signaling
pathway,; Atm, Ataxia Telangiectasia Mutated,; Bad, Bcl-2 antagonist of cell death, Bak,
Bcl2-antagonist/killer ; Bax, Bcl-2-like protein ; Bd, B-defensin; Birc, Baculoviral IAP
repeat containing, Casp, Caspase; Cav, caveolin; Cd, Cluster of differentiation,; Cdkn,
Cyclin dependent kinase inhibitor; Erbb, Estrogen receptor 8, Fadd, Fas associated death
domain, Fgf, Fibroblast grow factor; Foxo, Forkhead box O1; Gapdh, Hgf, Hepatocyte
growth factor; Hmg, High-mobility group;, Hmox; Hprt, Hypoxanthine phosphoribosyl
transferase; Hras, HRas Proto-Oncogene, GTPase; Hsp, Heat shock protein; |l
Interleukin; Jak, Janus Kinase; Lcn, Lipocalins;, Mapk, Mitogen-activated protein kinase;
Mecl, Myeloid cell leukemia;, Mdm, Mouse double minute; Myc, MYC Proto-Oncogene;
Nfk, Nuclear factor kappa,; Ngf, Nerve grow factor; Pik, Phosphoinositide kinase; Prkcd,
Protein kinase C 6 type; S100-A9, Calcium-binding protein A9, Sfrp, Soluble frizzled-
related proteins;, Sod, Superoxide dismutase; Src, SRC Proto-Oncogen,; Stat, Signal
Transducer Activator Of Transcription;, Tbp, TATA Box binding protein; Tgf; Tnf,Tumor
necrosis factor; Vegf, Vascular endothelial grow factor; Tp, Tumor protein; Xiap, X-linked
inhibitor of apoptosis protein; gDNA, genome DNA; PCR; RQ, Relative Quatification; RT.
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6.4. CUANTIFICACION RELATIVA Y ANALISIS ESTADISTICO DE LA gPCR

Los datos fueron analizados mediante el método de cuantificacion relativa
AA Ct (Schmittgen and Livak, 2008). Este método consistié en comparar el ciclo
umbral (Ct, Cycle threshold) normalizado a la expresién de un gen endégeno. En
el caso de las qPCRs donde se estudiaron los miRNAs los controles endégenos
fueron RTC1, Snord95 o la media entre ambos y para el andlisis de genes la 8-
actina, el Gapdh o, de nuevo, la media entre ambos. Dicha resta entre el Ct de la
muestra y del gen endégeno o sus medias daria el A Ct:

A Ct miRNA= Ct miRNA-Ct RTC1/ Ct Snord95/ Ct media
A C tgen= Ct gen-Ct 8-actina/ Ct GAPDH/ Ct media

Para estudiar cdmo variaba un mismo gen en muestras diferentes, se calculd
el valor del AA Ct:
AA Ct muestra = ACt muestra — ACt calibrador

De manera que asi se obtuvo la tasa de cambio (2-AA Ct) de un miRNA/gen
normalizado para poder compararlo. Para hacer las comparaciones estadisticas,
se tomo como calibrador la media de los A Ct Controles pudiendo obtener el error
estandar de cada grupo. Todos los analisis se hicieron con el software
QuantStudio Real Time PCR (Thermo Fisher, EE.UU.).

6.5. MICROARRAY DE SUERO DE PACIENTES

Se recolectaron muestras de sangre antes de la intervencién percutaneay se
estudio su suero. Para ello usamos el kit miRNeasy Serum / Plasma (Qiagen, DEU)
para extraer los miRNAs segun las instrucciones del fabricante. Los miRNAs
eluidos se cuantificaron usando el aparato Qubit (Thermo Fisher, EE.UU.). Se
usaron TagMan array miRNA card pool A (Thermo Fisher, EE.UU.) para examinar
la expresion de los miRNAs en 9 pacientes con STEMI y 3 pacientes de control.
Una vez que seleccionados los miRNAs candidatos, se disefiaron arrays de
miRNAs TagMan personalizados (Thermo Fisher, EE.UU.). Para validar la
expresion de los miRNAs por RT-gPCR se usaron TagMan Advanced miRNA cDNA
Synthesis Kit, TagMan Advanced miRNA Assay y TagMan Fast Advanced Master
Mix technology (Thermo Fisher, EE.UU.). La RT-qPCR se realizé en el termociclador
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Viia7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EE.UU.). Los analisis de
cuantificacién relativa se realizaron utilizando el software SDS2.2 y Expression
Suite Software V1.0.3 (Thermo Fisher EE.UU.), Los cambios de veces en la
expresién de miRNAs se calcularon utilizando el método de CT de umbral
anteriormente explicado.

7. EXTRACCION DE PROTEINAS Y WESTERN BLOT

Para la obtencién de extractos de proteinas de los cultivos celulares, primero
se colocaron las placas del cultivo celular en hielo y se lavaron las células con PBS
a 4 °C. A continuacion, se les afiadio 300 pl del buffer de lisis (Inhibidor de
proteasas 7x (Roche, SUI), phosphostop 10x (Roche, SUI), PMSF (Sigma-Aldrich,
EE.UU.) y NP40 (Thermo Fisher, EE.UU.) por cada placa de 6 cm @ v se rasparon
en frio. Seguidamente, se dejaron reposar en frio a 4 °C durante 20 min vy
posteriormente se centrifugaron 20 min a 12000 rpm a 4 °C. El siguiente paso fue
recuperar el sobrenadante donde estaban las proteinas y almacenarlas a -80°C o
directamente cuantificarlas. El protocolo a partir de muestras de corazén de rata
o humano fue algo diferente. A partir de tejido congelado a -80 °C, se cortaron
porciones de = 20 mg con bisturi en seco sobre una placa de cultivo de 9 cm @.
Posteriormente, se utilizaron tubos de 2 ml con cierre seguro (Eppendorf, DEU) a
los que se afiadird el trozo de corazén y una bola metdlica de tamafio grande. A
continuacion, se hicieron 3 ciclos de; congelacién de la muestra en N3 liquido,
homogenizador 1 min a 30 Hz, congelacién en Ny centrifugacion a 4 °C a 13000
rom durante 1 min. Una vez se tuvo el tejido hecho polvo, se afiadieron 400 ul de
buffer de lisis y se pasaron por el homogenizadory la centrifuga una vez mas. Por
Ultimo, se recuperd el sobrenadante con las proteinas en suspension.

Para la cuantificacion se utilizé el método Bradford (Biorad, EE.UU.), usando
una recta patrén con cantidades crecientes de la proteina BSA en el
espectofotémetro. Posteriormente, se cargaron 30 pg de proteinas por cada
pocillo con Laemmli sample buffer, desnaturalizando a 95 °C durante 5 min en la
antes de cargar.

Antes de realizar la técnica de Western Blot (WB) fue necesario preparar
los geles de acrilamida (BioRad, EE.UU.) al 10 %. El siguiente paso fue hacer la
electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE cargando mismas cantidades
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de cada muestra en el sistema de cubetas (Biorad, EE.UU.) con Running buffer.
Se fijo un voltaje constante de 120 mV y se dejaron correr las proteinas cerca de
horay media. Igualmente, en ese tiempo de espera se prepararon las membranas
de PVDF (GE Healthcare, EE.UU.) las cuales fueron activadas con metanol (5 min
en movimiento lento), lavadas en H,O (5 min, en movimiento rapido) y dejadas
reposar en transfer buffer. En funcion del peso molecular de las proteinas de
estudio, se usaron dos tipos de transferencias; seca (30 min, a 0,34 A) (Biorad,
EE.UU.) v humeda (16 h, a 30 mV) (Biorad, EE.UU.). Posteriormente, se
bloguearon las membranas con leche al 5 % en TBS-Tween durante 1 h o mas en
movimiento de agitacién lento, y se dejaron incubando con el anticuerpo
primario correspondiente en solucion de bloqueo BSA al 5 % en TBS-Tween a 4 °C
overnight (Tabla 10). Al dia siguiente se realizaron 4-5 lavados con TBS-Tween de
10 min y se incubaron con el anticuerpo secundario durante 1 h en solucion de
bloqueo de leche al 5 % en TBS-Tween (Tabla 11). Por ultimo, se volvieron a hacer
lavados de 10 min y se revelaron las membranas. La deteccion de la sefial
guimioluminiscente se llevd a cabo mediante el reactivo ECL prime de alta
sensibilidad (Amersham Bioscience, EE.UU.) y el sistema de adquisicion Chemidoc
(Biorad, EE.UU.). La cuantificacion se realizd mediante un andlisis densitométrico
de las bandas para cada anticuerpo, normalizadas a su correspondiente sefial de
GAPDH o B-actina, mediante el software Image Lab (Biorad, EE.UU.). Todos los
buffer se detallan en la Tabla 12.

Anticuerpo primario Concentrac.ién Referencia
de trabajo
Mouse anti-Orail 1:500 Novus (EE.UU.)
Mouse anti-Orail 1:200 Abcam (GB)
Rabbit anti-Orail 1:1000 Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Rabbit anti-TRPC5 1:500 Abcam (GB)
Mouse anti-pCREB 1:1000 Cell Signaling (EE.UU.)
Rabbit anti-CREB 1:1000 Cell Signaling (EE.UU.)
Rabbit anti-AC8 1:1000 Promega (EE.UU.)
Rabbit anti-CRF-R2 1:1000 Novus (EE.UU.)
Rabbit anti-GAPDH 1:10000 Gene Tex (EE.UU.)
Rabbit anti-TUBULINA 1:10000 Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Rabbit anti- 8 -ACTINA 1:10000 Cell Signaling (EE.UU.)

Tabla 10. Anticuerpos primarios usados para la técnica de WB.
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. . Concentracién .

Anticuerpo secundario . Referencia
de trabajo

HRP-Goat anti-M 1gG 1:2000 Jackson Inmuno

“boatant-iouse lg ' Research (GB)
HRP-Goat anti-Rabbit IgG 1:10000 Jackson Inmuno

-Goat anti-Ra :

! ity Research (GB)

Tabla 11. Anticuerpos secundarios utilizados en la técnica de WB.

Solucidn Composicion Cantidad
) o Tris Base 0,25M
Tris-Glicina (10x)
Glicina 1,92M
TBS (10x) Tris Base 0,1M
(Tris-Buffered Saline) NaCl 1,5M
) Tris-Glicina (10x) 10%
Running Buffer
SDS (10x) 0,10%
TBS (10x) 10%
TBS-Tween (1x)
Tween 20 0,10%
Tris-Glicina (10x) 10%
Transfer Buffer
Metanol 20%

Tabla 12. Composiciones utilizadas durante los experimentos de WB.

8. ENSAYOS DE MICROSCOPIA

8.1.SISTEMA DE MICROFLUORIMETRIA DE Ca**

Para registrar la [Ca*]i de en NRVM se emplearon técnicas
microfluorométricas con el FURA-2 como sonda fluorescente. Este fluoréforo
actla como quelante de Ca?* uniéndose a varios grupos carboxilos (-COOH). Es
altamente selectivo para el Ca* y casi insensible a pequefias fluctuaciones de pH
en el rango fisioldgico. Su estructura deriva del potente quelante de Ca?*, EGTA
(Ethylene glycol-bis (2-aminoethylether)-N, N, N, N-tetraacetic acid).
Concretamente, se ha usado la forma esterificada del FURA-2, FURA-2 AM, que
es permeable a través de la membrana plasmatica de las células. Al penetrar en
las células, las propias esterasas hidrolizan este fluoréforo quedando libre en el

citosol pudiendo quelar el Ca** disponible.

Esta molécula tiene un comportamiento peculiar, ya que sea al ser excitada
a menores o mayores longitudes de onda (A) tiene un comportamiento directa o
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indirectamente proporcional al [Ca%]. Asi, el mayor rango dindmico para las
sefiales de fluorescencia dependientes de Ca®* se obtiene cuando el fluordforo se
excita a 340 nm, cuando la fluorescencia cambia de forma directamente
proporcional al aumento de la [Ca**]i y a 380 nm cuando la fluorescencia cambia
de forma inversamente proporcional al aumento de la [Ca?*]i(Figura 22). La ratio
(R) de las intensidades de fluorescencia emitidas a 510 nm (Fz40/F3g0 M) nos da
una estimacion de los cambios la [Ca?*]i. Usando la ratio de las intensidades de
fluorescencia emitidas por la excitacion a esas dos A se consigue minimizar el
efecto de una distribucion irregular del marcador fluorescente.

|

[Ca*]

Fluorescencia relativa
(510nm)

200 250 300 350 400 450 500

Longitud de onda (nm)

Figura 22. Espectro de excitacién del FURA-2AM.

La fuente de excitacién utilizada fue una lampara de xendn, la cual emite una
amplia gama de longitudes de onda que serdn seleccionadas a una banda de A
mas estrecha por el monocromador que actué como nuestro sistema de
excitacion. Asi mismo, se pudo registrar la fluorescencia con el microscopio
invertido (Leica, DEU) equipado con un objetivo 20X fldor (0,75 NA), un espejo
dicroico de 510 nm vy filtros de emisidn para la misma longitud de onda. Todo ello
permite hacer incidir la luz sobre sobre las células y recolectar la fluorescencia
emitida por las mismas en una cdmara CCD (Cooke PixelFly, EE.UU.) de 12 bits
sensible a la luz acoplada al microscopio invertido.

El programa informatico utilizado durante todo el registro fue Himage64, el
cual permite registrar al mismo tiempo la fluorescencia emitida con las dos A de
excitacion y realizar el cociente o ratio entre ambas. Las células se excitaron a 340
nmy 380 nmy lalongitud de onda emitida se recolecté a 510 nm. De esta forma,
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podemos determinar la ratio Fsao, Fsso (R = Fsa0/ F3s0) Y las variaciones en la [Ca*'];
tras aplicar un estimulo concreto, ya que los cambios de la [Ca®"]; producidos se
podran estimar calculando la diferencia entre el pico maximo de la ratio después
de afiadir dicho estimulo y valor basal de la ratio antes de afiadir el mismo
(Aratio), expresado en unidades arbitrarias.

Mediante software, a cada experimento se le restd la sefial de fondo o
background, establecida fuera de foco, para evitar posibles artefactos.

a) Protocolo del experimento

Durante los experimentos las células fueron sometidas a diferentes estimulos
gracias a un sistema de solucién de fluidos que permitia bafiar las muestras con
diferentes drogas y soluciones. A continuacién, se detalla la composicién de

dichas soluciones.

Composicién

HEPES (10 mM)
Glucosa (10 mM)

Soluciones ., Referencia
(concentracion)
NaCl (140 Mm) Sigma-Aldrich (EE.UU.)
KCl (2,7 mM) Panreac Applichem (EE.UU.)
- CaCl, (1,8 mM) Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Ca”™ (pH7,4) ) ,
MgCl, (1 mM) Sigma-Aldrich (EE.UU.)
HEPES (10 mM) Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Glucosa (10 mM) Sigma-Aldrich (EE.UU.)
NaCl (140 Mm) Sigma-Aldrich (EE.UU.)
KCl (2,7 mM) Panreac Applichem (EE.UU.)
0Ca**(pH7,4) MgCl, (1 mM) Sigma-Aldrich (EE.UU.)

Sigma-Aldrich (EE.UU.)

70KCl (pH7,4)

NaCl (70 mM)
KCI (70 mM)
CaCl2 (1,8 mM)
MgCI2 (1 mM)
HEPES (10 mM)
Glucosa (10 mM)

(

(
Sigma-Aldrich (EE.UU.)
Sigma-Aldrich (EE.UU.)

Panreac Applichem (EE.UU.)

Sigma-Aldrich (EE.UU.

Sigma-Aldrich (EE.UU.

( )
Sigma-Aldrich (EE.UU.)
( )
( )

Sigma-Aldrich (EE.UU.

Tabla 13. Composiciones de soluciones utilizadas en el sistema de Ca?*.
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Los NRVM se sembraron sobre cubres de pequefio tamafio y siguieron los
protocolos de silenciamiento génico e I/R en las mismas condiciones que placas
destinadas a extraccion de proteinas. Una vez transcurridas 72 h del evento
isquémico se incubaron durante 35-40 min a T2 ambiente con el marcador
fluorescente FURA-2-AM (Invitrogen, EE.UU.) en medio DMEN sin suero (5 pM).
Transcurrido el tiempo de incubacién, las células se lavaron con DMEN.

Posteriormente, a la hora de realizar los registros la pauta de trabajo fue la
siguiente: solucidon 0Ca?*con tapsigargina (TG, 2 uM) y nifedipina (Nif 10 uM)
durante 3 min y luego Ca* a (2,5 mM) con TG y Nif. La TG es un inhibidor no
competitivo de SERCA vy la nifedipina es un blogueador de canales de calcio del
tipo L. Unicamente para registrar los cambios en la [Ca?*]; producidos por la
entrada de Ca?* a través de LTCC se utilizé una solucidon con alta concentracion
de KCl (70 mM), para inducir la despolarizaciéon de la membrana celular y
activacion de estos canales.

8.2. INMUNOFLUORESCENCIA

a) Determinacion del drea celular: Wheat Germ Agglutining (WGA)

Para conocer el area de los cardiomiocitos y asi estudiar la hipertrofia
cardiaca, se utilizd una técnica de inmunofluorescencia que delimitaba
intensamente el bode exterior de cada una de las células. El producto utilizado
fue un conjugado entre la aglutinina del germen de trigo (WGA, Wheat Germ
Agglutinin), y el fluoréforo Alexa Fluor® 488, el cual muestra una fluorescencia
verde brillante del colorante Alexa Fluor® (nivel maximo de excitacion / emision
~495 /519 nm). Dicho conjugado, WGA- Alexa Fluor® 488, se une a residuos de
acido sialico y N-acetilglucosaminil presentes en la membrana celular, y por tanto
Utiles para delimitar el borde exterior de las células.

Previamente a la incubacién de la inmunofluorescencia, corazones
completos de ratas que habian sido fijados en parafina, fueron desparafinados,
cortados en secciones de (6 um), deshidratados y rehidratados 3 veces con xilene
y posteriormente lavados con etanol. Después, fueron lavados 2 min en agua
previo a la tincidon con WGA-Alexa Fluor 488 (Life Technologies, EE.UU.) a 10 ug /
ml durante 30 min.
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Tras la tincién inmunofluorescente, se realizaron dos lavados con PBS (1x) y
se montaron en el portaobjetos utilizando el medio de montaje Fluorescence
Mounting Medium (Dako, DK). Se dejé un dia secando a T2 ambiente y en
oscuridad. Las imagenes fueron adquiridas a un aumento de 40x en el
microscopio confocal (Nikon, JPN). La cuantificacion de dichas areas se realizd con
el programa NIS-Elements (Nikon, JPN). Para seguir criterios uniformes de
cuantificacién sélo se seleccionaron cardiomiocitos a los que membranas se
identificaban correctamente. El drea de >200 cardiomiocitos fueron medidas
(Figura 23).

Figura 23. Anadlisis de la tincidn WGA. Células cardiacas de corazdén de rata
delimitadas utilizando el programa N/S-Elements.

b) Determinacién de la co-localizacién intracelular: Proximity
Ligation Assay (PLA)

Para estudiar la co-localizacién de las proteinas Orail y TRPC5 se utilizé la
tecnologia de inmunofluorescencia in situ PLA (Proximity Ligation Assay). El
ensayo de Duolink in situ PLA red kit (Sigma-Aldrich, EE.UU.) utiliza la ligacién por
proximidad in situ para detectar, visualizar y cuantificar la localizacién celular de
interacciones de proteinas en un mismo experimento mediante fluorescencia,
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permitiendo analizar la co-localizacién de canales de membrana, en este caso,
gue se expresan enddgenamente.

Los NRVM se sembraron en una placa u-Slide VI 0,4 (/bidi, DEU) que fueron
tratadas con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, EE.UU.) durante 5 min para favorecer la
adhesion celular. Las células sembradas en las placas fueron lavadas con PBS y
fijadas con metanol 100 % a -20 °C durante 5 min después del tratamiento
correspondiente. Después de lavar las células 5 veces con PBS durante 10 min,
las uniones inespecificas de las mismas se bloquearon durante 30 min a T2
ambiente con solucién de bloqueo. Posteriormente, los cardiomiocitos se
incubaron con anticuerpos primarios durante 2 h a T2 ambiente en solucién de
blogueo. Después de eliminar los anticuerpos mediante tampdn de lavado A, las
células fueron marcadas con sondas Duolink PLA anti-rabbit PLUS y Duolink PLA
anti-mouse MINUS”i durante 1 h a 37 °C. Tras lavar con tampon de lavado A, se
incubaron con una solucion de ligacion durante 30 min a 37 °C que contiene dos
oligonucledtidos que hibridaran con las sondas solo si las proteinas estdan a menos
de 40 nm de separacién. Tras lavar con tampon de lavado A e incubar con una
solucion de amplificacion durante 100 min a 37 °C, teniendo como resultado un
amplicdn concatemérico circular y marcado fluorescentemente en rojo. Por
ultimo, se lavaron con el tampdn de lavado B, se dejaron secar las muestras
montadas en las placas de /bidi con Duolink Mounting Medium que incluye DAPI
para tefiir los nucleos. La sefial fluorescente se visualizd en un microscopio
confocal (Nikon, JPN).

Incubacién
Incubacion Ab secundario Amplificacién
Ab primario + sondas PLA Ligacion fluorescente
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Figura 24. Protocolo resumido del ensayo /n situ PLA. A) Los dos anticuerpos
primarios se unen a las dos proteinas en estudio. B) Los anticuerpos
secundarios marcados con sondas de oligonucledtidos especificas se uniran a
su anticuerpo primario correspondiente. C) Se produce la hibridacién de las
sondas en un circulo cerrado si las proteinas se encuentran préximas entre si.
D) Se genera un producto de amplificacion circular, usando el circulo ligado
como molde, al que se unen oligonucledtidos marcados fluorescentemente.
Modificado de (www.Sigmaaldrich.com).
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Para los experimentos control, se utilizaron; un antigeno de TRPC5 y un
anticuerpo anti-Orail que por si solos no mostraban ninguna sefial de PLA
detectable.

La inmunodeteccién multiple se realizé utilizando los siguientes anticuerpos
primarios y secundarios:

. . . Concentracion de .
Anticuerpo primario . Referencia
trabajo
Mouse anti-Orail 1:100 Novus (GB)
Rabbit anti-TRPC5 1:200 Abcam (EE.UU.)

Tabla 14. Anticuerpos primarios utilizados en la técnica de PLA.

Concentracién de

Anticuerpo secundario . Referencia
trabajo
Alexa Fluor 488 Goat anti-
) 1:400 Molecular Probes (EE.UU.)
Rabbit
Alexa Fluor 594 Goat anti-
1:400 Molecular Probes (EE.UU.)
Mouse

Tabla 15. Anticuerpos secundarios de inmunofluorescencia.

9. ELISA

La técnica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) es una técnica de
inmunoensayo. En esta tesis doctoral se llevaron a cabo tres ensayos de ELISA
diferentes.

9.1. ENSAYO DE LA UCN-2

Este ensayo se realizd a partir de las muestras de suero de rata de 3 grupos
experimentales: Sham, I/R e I/R + Ucn-2 a 1 semana y 6 semanas post-I/R. La
inmunoplaca de este kit (Phoenix Pharmaceuticals, EE.UU.) estaba cubierta con
anticuerpo secundario y los sitios de unién inespecificos estaban bloqueados. El
anticuerpo secundario pudo unirse al fragmento Fc del anticuerpo primario
(anticuerpo peptidico) cuyo fragmento Fab estaba unido competitivamente al
péptido biotinilado. Finalmente, el péptido biotinilado interactué con la
estreptavidina-peroxidasa de rabano picante (SA-HRP) que catalizd el sustrato. La
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intensidad de color amarillo fue directamente proporcional a la cantidad de
péptido biotinilado complejo SA-HRP pero inversamente proporcional a la
cantidad de péptido en soluciones estandar o muestras (Figura 25). Esto se debid
a la unién competitiva del péptido biotinilado con el péptido estandar). Las placas
se leyeron utilizando un lumindmetro de lectura de microplacas Clariostar (BMG
Labtech, DEU) Las unidades arbitrarias fueron normalizadas a la cantidad de

proteina.
/ Péptido en la muestra \
Ac Secundario
imari . — Substrato —>
on placa 4= 1 Primario SA-HRP Color

\ Péptido biotinilado /

Figura 25. Principio del ensayo de Ucn-2.

9.2. ENSAYO DE LA LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citosdlica estable soluble
presente en muchos tipos de células que se libera rapidamente. Cuando los
niveles de LDH en la sangre estan altos puede indicar que ciertos tejidos del
cuerpo han sufrido dafio por enfermedad o lesion La LDH es un marcador
ampliamente utilizado en ensayos de citotoxicidad que proporcionan un método
bioluminiscente simple para cuantificar la liberacion de LDH. El ensayo de
citotoxicidad LDH-Glo ™ (Promega, EE.UU.) se llevé a cabo con muestras de suero
de rata de 3 grupos experimentales: Sham, I/R e I/R + Ucn-2 tras 24h post-
isquemia.

El ensayo LDH-Glo ™ contiene el reactivo de deteccién de LDH con lactato,
NAD*, reductasa y sustrato y Ultra-Glo ™ rLuciferase. Si la muestra contiene LDH,
las reacciones acopladas a enzimas que se muestran en la Figura 26 proporcionan
una sefial luminiscente de manera proporcional a la cantidad de LDH en la
muestra. La sefial aumenta hasta que se consume todo el sustrato reductasay la
sefial de reaccién ya no esta en el rango lineal del ensayo. La medicion se llevo a
cabo con el luminémetro de microplacas Clariostar (BMG Labtech, DEU). Las
unidades arbitrarias fueron normalizadas a la cantidad de proteina de la muestra.
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Lactato ‘m’ Piruvato

NAD NADH Ultra-Glo rLuciferasa

" + ATP
ubstrato Reductasa Luciferina > Luz
reductasa

Figura 26. Principio del ensayo de citotoxicidad LDH-Glo ™. Lactato
deshidrogenasa (LDH) cataliza la oxidacion de lactato con reduccién
concomitante de NAD* a NADH. La reductasa utiliza NADH y sustrato reductasa
para generar luciferina, que se convierte en una sefial bioluminiscente por la

rLuciferasa Ultra-Glo ™. La sefial luminosa generada es proporcional a la
cantidad de LDH presente.

9.3. ENSAYO DEL AMPc

El ensayo cAMP-Glo ™ (Promega, EE.UU.) estd disefiado para controlar la
produccion de AMPc en respuesta a los efectos de los GPRC. Los GPCR que se
acoplan con la adenilato ciclasa aumentan o disminuyen el AMPc intracelular. El
ensayo se basa en el principio de que el AMPc estimula la actividad de la
holoenzima de la proteina quinasa A (PKA), disminuyendo el ATP disponible y
provocando una disminucion de la produccién de luz en una reaccion de
luciferasa acoplada.

Las células de NRVM se sometieron al proceso de I/R a los tiempos de 2 min,
5 miny 48 h. Tras la induccion de la activacion del AMPc, las células se lisan, se
agrega la solucion de deteccién de AMPc, que contiene PKA. Luego, se agrega el
reactivo Kinase-Glo® para terminar la reaccion de PKA y detectar el ATP restante
mediante una reaccion de luciferasa (Figura 27). Las placas se leen utilizando un
lumindmetro de lectura de microplacas Clariostar (BMG Labtech, DEU). Se utilizd
como control positivo el isoproterenol (10 mM) (Sigma-Aldrich, EE.UU.) y como
control negativo el GSK-7975-A (10 mM). Las unidades arbitrarias fueron
normalizadas a la cantidad de proteina.
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AMPc AMPc Substrato fosforilado de PKA
“ o ADP
—_—
PKA activa Substrato de PKA Luciferina
PKA inactiva +0,
Oxyluciferina + AMP
Luz

Figura 27. Principio del ensayo cAMP-G/o ™. El AMPc derivado de la actividad
de la AC activa la PKA y ésta fosforila a su sustrato generando una reaccidén
con la luciferina produciendo una sefial bioluminiscente. R representa la
subunidad reguladora y C representa la subunidad catalitica.

10. BIOINFORMATICA

El andlisis bioinformatico in silico de los genes diana que podian estar
regulados por los miRNAs de interés se realizd utilizando diferentes bases de
datos electrénicas. Concretamente, TargetScan7 (http://www.targetscan.org),
MirDB (http://mirdb.org/) la aplicacion de Exigon (https://www.bionova.es).

Para enriquecer y comprobar los resultados se utilizd la aplicacién online
Panther para identificar como se distribuian esos genes de diana segun la funcién.
Esta distribucion estd basada en las bases de datos in UniProt Release 2019 04,
Ensembl release 95 and Ensembl Genome release 42 data bases. Direccion web:
http://pantherdb.org/genelistanalysis.do.

11. ANALISIS DE LOS DATOS

El anélisis de los datos se realizd mediante el software Graph Path Prism.
(GraphPad Software, EE.UU.) Al inicio de cada estudio, se llevd a cabo un célculo
del tamafio muestral necesario. Los valores atipicos se eliminaron segun los
resultados de una herramienta online de GraphPad


http://www.targetscan.org/
http://pantherdb.org/genelistanalysis.do
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(https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm), y durante el analisis

estadistico en todos los casos se comprobd que la muestra seguia una
distribucion normal mediante el test de Shapiro-Wilk, en el que si los valores de
p eran > a 0,05 indicaba una distribucién normal. Si los datos seguian una
distribucion normal se realizd la comparacién de medias entre dos grupos con la
prueba t Student y entre varios grupos un analisis de varianzas ANOVA (analisis
ordinario o sin correccion de LSD de Fisher) Para la distribucién no normal, se
utilizé el test de Mann-Whitney para la comparacion de dos grupos vy la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis con multiples comparaciones corregidas por la
prueba de Dunn. Los resultados se representan como la media + la media del
error estandar de la media (SEM, Standard Error Mean). Las diferencias se
consideraron significativas cuando los valores de p era al menos inferior a 0,05.
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1. CARACTERIZACION DE PARAMETROS HEMODINAMICOS EN EL
MODELO ANIMAL DE I/R TRATADO CON UCN-2

Durante toda la caracterizacién del modelo animal y la recoleccion de
muestras, éstas se estudiaron haciendo distincion entre: la parte isquémica o de
riesgo, cerca de la zona donde se ha producido el dafio; y la zona remota mas
alejada de dicha zona como se puede apreciar en la Figura 28. Los datos
presentados a continuacién se centraron Unicamente en esa zona de riesgo.

Ligacion

Figura 28. Esquema de trabajo con las muestras de corazén: zona remota y zona
isquémica o de riesgo.

1.1. LA UCN-2: CARDIOPROTECTOR NATURAL TRAS I/R

Basdndose en conocimientos anteriores sobre el posible efecto
cardioprotector de la Ucn-2, se decidié estudiar el nivel sérico de Ucn-2 secretado
y la expresion del receptor CRF-R2 en el tejido cardiaco del modelo animal de I/R.
Figura 29A muestra que 1 semana después de |/R existia una liberacion de
caracter significativo de Ucn-2 en sangre, sin embargo, a las 6 semanas los niveles
de Ucn-2 descendieron a valores cercanos al control. De igual manera, se observo
un incremento significativo de la expresién del receptor de Ucn-2, CRF-R2, en el
corazén de rata 1 semana después de I/R, mientras descendia 6 semanas después
de I/R (Figura 29B).
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Figura 29. Los niveles de Ucn-2 se regularon positivamente durante la lesidn
por I/R a 1 semana en suero sanguineo asi como en el receptor de Ucn-2 (CRF-
R2). A) Gréafico de barras representativo de la mediciéon de Ucn-2 en suero
sanguineo de ratas Sham, operadas de I/R tras 1 semana o 6 semanas. B)
Imagen de WB y grafico de barras que representan la expresiéon de CRF-R2 en
ratas Sham, I/R a1l semanay 6 semanas. Los datos se representan como media
+SEM (n = 8). “**” y “***” jindican significancia de p <0,01 y p <0,001
respectivamente.

1.2. LA UCN-2 MEJORA LA FUNCION CARDIACA, DISMINUYE EL
TAMARNO DE INFARTO Y MEJORA LA FIBROSIS

Lo primero que se quiso comprobar en el modelo de I/R a una semana fue si
la Ucn-2 mejoraba la funcién cardiaca deteriorada por el dafio isquémico. Para
ello se decidié estudiar pardmetros hemodindmicos tales como la fraccién de
eyeccion (FE) y de acortamiento (FA), asi como el tamafio de infarto, la hipertrofia
y la fibrosis.
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Tal como se muestra en la Figura 30, la capacidad contractil del corazéna 1
semana después de I/R se ve mermada durante sistole y didstole. Existe una
disminucion en la fraccion de eyeccién (FE = 56,9 % + 3,3) y de acortamiento (FA
=40,1 % * 3,4) en el grupo de I/R en comparacién con Sham (FE=71,8% + 1,3y
FA = 50,7 % * 4,0). Sin embargo, cuando se administra Ucn-2, 5 min antes de
reestablecer el flujo, se observd una recuperacién significativa de la
contractilidad (FE=64,12 % + 1.53, FA=47,6 % + 0,9). Ademas, se ven mejorados
otros parametros hemodindmicos con la administracion de Ucn-2, como se
resume en la Tabla 16.

I/R + Ucn-2 1 semana

A) Sham 1 semana I/R 1 semana

Fraccién de acortamiento (%)

Figura 30. La Ucn-2 mejora la contractilidad cardiaca en modelo I/R de rata. A)
Imagenes ecocardiograficas representativas en modo M evaluadas en ratas
Sham, I/R e I/R +Ucn-2 a una semana. B-C) Graficos de barras de los valores
de fraccién eyeccion (FE) y acortamiento (FA). Sham (n = 8); I/R (n = 15) y
ratas de I/R infundidas con Ucn-2 (150 pug / Kg) 5 min antes de la reperfusion
(n =14). Los datos se representan como media + SEM. “*” indica significancia
a p<0,05.
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Condicién Sham I/R /R +Ucn-2

FC (latidos / min) 436 +5,3 424,22 £6,3 416,3+3,8

FE (%) 71,8+1,2 54,5+2,8 * 65,2+1,1*

FA (%) 50,7 +4 40,1+3,4 * 47,6+0,9*

Didmetro al final de sistole (mm) 2,7+0,2 4,1 +0,3 ** 35+0,1*

Didmetro al final de didstole (mm) 6,4+0,1 6,8+0,2* 59+0,1
VS () 119,5£5,5 207,8 + 24,01 * 142,7 +7,8 **
VD (ul) 427,4 19,9 494,5 36,4 397,4+13,8 **
n 8 15 16

Tabla 16. Resumen de los pardmetros hemodindmicos evaluados en ratas Sham, I/R e
I/R+Ucn-2 a 1 semana. FC, Frecuencia Cardiaca; FE, Fraccion de Eyeccién, FA, Fraccion
de Acortamiento; Didmetro al final de sistole ventricular izquierdo, Diametro al final de
didstole ventricular izquierdo; VS, Volumen Sistélico; VD, Volumen Diastélico. Los datos
se representan como media £ SEM. “*” y “**” indican significancia de p<0,05 y p<0,01
respectivamente.

Por otra parte, la infusion de Ucn-2 disminuyd significativamente el tamafio
de infarto asociado con la ligacién de la arteria coronaria como se ilustra en los
cortes de corazon desde la parte apical a la basal la Figura 31 en ratas operadas
de I/R a 1 semana. La muerte celular del tejido cardiaco es la zona blanquecina.

A)
'R . R
& © )
IIR +Ucn-2
B 10 * Figura 31. La Ucn-2 disminuye el
. 1
) 9 tamafio de infarto. A) Secciones
:5: 84 transversales representativas de
~E 6+ corazon con TTC en ratas de I/R e I/R +
2 Ucn-2. El drea blanca indica necrosis.
4_
2 B) Gréfico de barras que muestra el
m
E 24 promedio del tamafio del infarto (%) en
K —— :
0 [ 74 corazones de I/R con o sin Ucn-2. Los
1 I
& & datos se representan como media
x\‘f' +SEM (n = 15). “*” indica significancia

de p<0,05.
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Ademas, se analizo los niveles de LDH, indicador del dafio celular, en suero
deratas de I/Ry tratadas con Ucn-2 a las 24 h. La Figura 32 muestra una elevacién
significativa del LDH en ratas I/R sin tratamiento, sin embargo, los niveles de LDH
disminuyeron en ratas de I/R tratadas previamente con Ucn-2.

A
) 500000 . Figura 32. Incremento del LDH en suero
—
. 400000- - de ratas operadas de I/R y tratadas con
g Ucn-2. A) Ensayo de citotoxicidad LDH-
‘@ 300000 " :
T Glo™ realizado en muestras de suero de
E 200000+ ratas I/R e I/R + Ucn-2 a 24 h. Los datos
100000 se representan como incremento *SEM
0 : [ : | (n = 4). “***” indica significancia de
\\Q" 13 p<0,001
\)"’
&

Haciendo uso de la resonancia magnética se comprobd la presencia de
fibrosis reactiva en las ratas sometidas a I/R y una a disminucion significativa en
aquellas tratadas con Ucn-2 a 1 semana post-I/R (Figura 33).
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Figura 33. La Ucn-2 previene la fibrosis cardiaca. A) Resonancia magnética in
vivo que muestra imagenes de corazdon de rata donde el area sefialada en
amarillo es el area fibrdtica para ratas de I/R tratadas o no con Ucn-2. B)
Grafico de barras que resume el area de fibrosis (mm?2). Los datos se presentan
como media + SEM (n = 8). “*” indica significancia de p <0,05.

Asi mismo, desde un punto de vista molecular se examind la expresion de
marcadores fibroticos clasicos de corazén a una semana post-infarto. Esos
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marcadores fueron colageno tipo | (Col-1) y lll (Col-lll) o factores de crecimiento
transformantes 8 de tipo | y Il (Tgf-BI Tgf-BIlI) ampliamente descritos en el campo
(Carrefio et al., 2006; Raaf et al., 2011). Como se ilustra en la Figura 34 una
semana tras I/R se observd un aumento de los 4 marcadores de fibrosis a nivel de
ARNmM en muestras de corazén y una disminucion de los mismos cuando esas
ratas fueron tratadas con Ucn-2.
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Figura 34. Ucn-2 regula la expresién de genes relacionados con la fibrosis en
modelo animal de I/R a 1 semana. Graficos de barra muestran los cambios de
expresion entre los genes de fibrosis (Col-/, Col-1ll'y Tgf-8/y Tgf-62) por RT-
PCR. Datos de ratas Sham, de I/R e I/R tratadas con Ucn-2. Los datos se
presentan como media + SEM (n = 4), “x7 ox* dkxky akxx*kr indican
significancia de p<0,05, p<0,01, p<0,001y p<0,0001 respectivamente.

Por otra parte, analizamos si la hipertrofia inducida por la I/R se mejoraba con
la Ucn-2 vy se vio que no disminuia dicho parametro. La hipertrofia se analizd
utilizando la tincién de WGA la cual marcaba los limites de los cardiomiocitos
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pudiendo cuantificar su area. La Figura 35 muestra que no existian cambios con
el tratamiento de Ucn-2 al analizar la hipertrofia.
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Figura 35. La Ucn-2 preserva la hipertrofia cardiaca producida durante el I/R.
A) Imagenes representativas de secciones de corazén tefiidas con WGA en
ratas I/R e I/R + Ucn-2. B) Gréafico de barras que muestra la media del drea
celularen I/Ry I/R + Ucn-2. Los datos se presentan como media + SEM (n = 6).

En este primer apartado, planteamos el papel que ha mostrado la Ucn-2 en
cardioproteccion contra las lesiones por I/R. La administraciéon intravenosa de
Ucn-2 antes de la reperfusion cardiaca en el modelo de I/R de rata Wistar
recupero la contractilidad cardiaca y redujo el tamafio del infarto, la fibrosis, la
liberacion de LDH pero no la hipertrofia.

2. LA UCN-2 DESENCADENA UNA COMPLEJA REGULACION POST-
TRANSCRIPCIONAL IMPLICADA EN LA APOPTOSIS 'Y FIBROSIS
CARDIACA DERIVADA DE I/R

Dada la importancia de la regulacion post-transcripcional de la expresién de
genes en procesos fisioldgicos y patoldgicos cardiacos (Fasanaro et al., 2008; Diaz
et al., 2017; Shao et al.,, 2018), se decidié analizar si la Ucn-2 podria regular la
expresion de miRNAs en el modelo rata de I/R.
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Utilizando datos previos del laboratorio basados en el analisis de miRNAs
circulantes en pacientes que sufrieron IAM con STEMI tratados con intervencion
percutanea primaria. Como se muestra en la Figura 36A, se observé una
alteracion significativa en la expresién de varios miRNAs circulantes en pacientes
con STEMI hasta 6 h después de la angioplastia en comparacién con sus niveles
en pacientes control. Ademas, como se representa en la Figura 36B, la expresion
de 12 miRNAs (miR-29a, miR-103, miR-125a-3p, miR-133, miR-139-3p, miR-320,
miR-324-3p, miR- 324-5p, miR-339-5p, miR-423 1, miR-451_1 * y miR-499-5p)
se detectaron en tejido cardiaco aislado de pacientes con insuficiencia cardiaca
de origen isquémico.
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miR-324-5p— en pacientes STEMI versus control en
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2.1. LA UCN-2 MODULA LA EXPRESION DE miRNAS EN CORAZONES I/R

Basandonos en los datos previos de muestras humanas, se decidid estudiar
la expresién y el efecto de Ucn-2 sobre los 12 miRNAs en el drea de riesgo de
corazones de rata sometidas a I/R. La Figura 37 muestra una expresion diferencial
de miR-29a, miR-103, miR-133, miR-339-5p, miR-423 1y miR-451 1* alas 24 h
y 1 semana después de I/R. Mientras tanto, la administracion de Ucn-2 disminuyd
la alteracion de estos miRNAs excepto en el caso de miR-423 1 a las 24 h. Por
otra parte, como se muestra en la Figura 38, a las 24 h también se vieron
afectados los miRNAs: miR-125a, miR-139, miR-320 y miR-324-5p; sin embargo,
la Ucn-2 no resolvié su aumento de expresion. Ademads, miR-324-3p y miR-499-
5p no se veian afectados ni durante la isquemia ni con el tratamiento (Figuras
38Dy 38F).
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Figura 37. Diferencias significativas en la expresiéon de los miRNAs en el modelo
animal de I/R e I/R tratado con Ucn-2. A-F) Gréficos de barra muestran la
expresion de miR-29a, miR-103, miR-133, miR-339-5p, miR-423_1 y miR-
451 1%, en ratas Sham, I/Re I/R+ Ucn2a24hy1lsemana post-I/R. Los datos
se presentan como media = SEM (n = 4-6), “*7, “x*x7 dxxkr  wxxxx”indican
significancia de p <0,05, p <0,01, p <0,001 y p <0,0001 respectivamente.
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Figura 38. Diferencias significativas de expresion de miRNAs a 24h tras I/R no
resueltas por Ucn-2 y sin cambios a 1 semana post-infarto. A-F) Graficos de
barra muestran la expresion de miR-125, miR-139, miR-320, miR-324-3p, miR-
324-5p y miR-499_1, en ratas Sham, I/R e I/R + Ucn-2 a 24 hy 1 semana post-

wkn ok xn y “k ok kN

I/R. Los datos se presentan como media + SEM (n = 4-6). ,
indican significancia de p <0,05, p <0,01 y p <0,001 respectivamente

2.2. IDENTIFICACION DE LOS GENES DIANA QUE AFECTAN LOS miRNAS
DESREGULADOS POR LA UCN-2

Queriendo conocer qué genes podian verse regulados por aquellos miRNAs
gue se vieron aumentados en I/R y reducidos por Ucn-2, se realizd un anélisis in
silico utilizando las herramientas en linea: miRDB, TargetScan y Exiqon.
Posteriormente, usando el software PANTHER, el cual proporciona un analisis a
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través de relaciones evolutivas, se generd un grafico (Figura 39A) que mostraba
gue 102 genes podian ser posibles dianas de estos miRNAs, de ellos 57 implicados
en la apoptosis y 45 en fibrosis. Concretamente esos genes se encontraban
agrupados en 41 vias de sefializacion diferentes implicadas en los procesos
celulares asociados con el remodelado post-IAM. Una vez conocido cuantos
genes en total regulaban los cinco miRNAs que habian salido diferencialmente
expresado, se quiso ver concretamente cuales de esos miRNAs tenian un papel
importante en la regulacion de genes apoptodticos vy fibréticos. Como se resume
en la Figura 39B, de los miRNAs analizados destacaron miR-29ay miR-451_1* que
regularian a 16 y 17 genes apoptéticos, y 14 y 18 genes relacionados con la

fibrosis, respectivamente.

A)

/ Genes diana de
. . miRNAs
Fibrosis

Co-activaloror corepressors
Jun-Mterminal kinase

Remads

RasG0P

Ras-GTP

Smad anchor for receplar activation
Smad ubiitination reowiatony faclons
TGF-Breceplorbpe |
TGF-Lreceptariype if
TGF=freceplors

TGF=£gctivated kinase.?
Transforming growth faclor b

P35 mitogen activated protein kingse
Pd2ipdé MAPK s

Parther Smad's

Apoptosis

Actiating fransceition factor
Apoplos/s inducing faclor
Bl antayonista iilker
Bel-Zassochated Xpratein
BelZ-w

B

Caspase 8

Cefiuiar inhiblor spoplosisprotein 1
Fos

Geemingl center kinase
inhibitor of g-g-finase

Jun kingse

MARKET

MARPK

MCLY

NFEeB

PI3K

Frotein activator of Interon induced prateln kingse

PKC
Recephor interacling protein
SAPKERRK kinase

Secord mitocondtia- derived activator of caapase

Transiation intistion factor 2-o
Tumor hecrosis factor receptor 1
X [inked inhibiorof apoplosis
Frotein kinase B



RESULTADOS

B)
Genes fibroticos
miR-29a 16 14
miR-103 5 4
miR-133 15 6
miR-339-5p 3
miR-423_1 1 -
miR-451_1* 17 18
Genes totales 57 45

Figura 39. Analisis /n silico de genes diana regulados por miR-29a, miR-103,
miR-339-5p, miR-423_1y miR-451_1*. A) Grafico circular que destaca los genes
de apoptosis y fibrosis (n = 102) (rosa y gris respectivamente), asi como
informacién amplificada sobre las vias de apoptosis y fibrosis (total = 41). B)
Tabla con el nimero de genes de apoptosis y fibrosis diana por cada miRNA.
(http://www.pantherdb.org/)

2.3.MiR-29a REGULA GENES APOPTOTICOS Y REDUCE LA EXPRESION
DE GENES DE FIBROSIS INDUCIDOS POR I/R

MiR-29a y miR-451_1* fueron los miRNAs que mas genes diana relacionados
con la apoptosis y la fibrosis previsiblemente regulaban. El siguiente paso fue
validar su posible papel en la regulacién de genes apoptdticos. Para ello se hizo
un ensayo usando placas comerciales de gPCR PrimePCR Tier 1 Apoptosis and
Survival plates. Se valido la expresion de 76 genes en muestras aisladas de NRVM
sometidos al protocolo de I/R in vitro, asi como de células transfectadas con miR-
29a o miR-451_1* mimics para determinar qué genes apoptdticos que se
sobrexpresaban o se inhibian en cada condicion.

En primer lugar, los datos reflejados en la Figura 40 confirmaron que los
niveles de miR-29a y miR-451-1 * aumentaron significativamente después de la
transfeccién con mimics en cultivo de NRVM.



RESULTADOS

A) B) .
%k kk | e |
1.5
3 wkdkk 0.20 .
.E:z" .% 0.15-
£ 1.0+ g o
g E 0.10
0.5
2 8 0.054
= ¥
ﬂl 0.0 1 0.00 [ ——
% ¥ -0.05 I—I
0.5
T \c" \c" £ -0.10 T T T
O -0 (<]
& & & & & &
® s I & & &
.‘19 N o o s
& » & &
¢ & & ¥
N & x &
«© x > &
& \°\ & >
< & % w°
© 0°°

Figura 40. Sobrexpresién de miR-29a y miR-451_1* en NRVM. Graficos de barra
muestran que la transfeccién de células NRVM con mimics que aumentaban
especificamente la expresién de miR-29a (A) y miR-451_1* (B) con respecto a
control. Los datos se presentan como media £ SEM (n = 4). “*” Y “****” indican
significancia de p <0,05 y p <0,0001, respectivamente.

En segundo lugar, siguiendo el protocolo de I/R in vitro observamos que en
cultivo sometido sélo a I/R la expresién de 56 genes apoptoticos fueron regulados
positivamente mientras que 20 genes lo hacian negativamente (Figura 41A). Sin
embargo, en NRVM con I/R transfectados con mimics para miR-29ay miR-451_1*
serian 56 y 49 los genes apoptdticos regulados negativamente y 20 y 27 de
manera positiva, respectivamente (Figuras 41B-C).
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Figura 41. Microarray de genes apoptéticos en las condiciones de I/R e I/R con
sobrexpresion de los miR-29a y miR-451_1* en NRVM. A-C) Gréficas de barras
gue representan los resultados de expresién del microarray para genes
apoptoticos utilizando la placa comercial PrimePCR Apoptosis and Survival Tier
1. Los insertos muestran el niumero y porcentaje (%) de genes aumentados y
disminuidos para cada condicion.

Para validar los resultados del ensayo de PrimePCR, se midieron los niveles de
ARNmM de 6 genes seleccionados: Apaf-1, Aifm-1, Hmox-1, Bcl-2, Cycs y Mapk-8.
La seleccién de genes fue en funcion de su porcentaje de cambio medido por el
log fold change asi como por su implicacién en el proceso de I/R como se
describié en la literatura (Yano et al., 2006; Singh et al., 2014; Y. Wang et al.,
2016; Basaiyye et al., 2018; Eid et al., 2020; Gao, Gao and Lv, 2020).

Las Figuras 42A-B muestran que 24 h después del proceso de I/R en NRVM la
expresion de Apaf-1 y Hmox-1 aumentd bajo I/R mientras que miR-29a evitd
significativamente esta regulacidon positiva. Otros genes no parecen tener
cambios significativos en I/R. Por otra parte, las Figuras 42C-D y 42F muestran
gue miR-29a también afectd la expresidn de Cycs y Mapk-8 y Aifm-1 aunque estos
no habian sido alterados por I/R. En el caso de miR-451_1 *, apenas se altero
significativamente la expresidon de estos genes inducidos por I/R.
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Figura 42. Expresién de los genes apoptdticos en NRVM transfectados con miR-
29a y miR-451_1* mimics en modelo de I/R /n vitro. A-F) Gréficos de barras que
representan la validacién de la expresion de los genes de apoptosis (Apaf-1,
Hmox-1, Cycs, Aifm-1, Bcl-2 y Mapk-8) en situacién control, I/Ry en I/R + miR-
29ay 451 _1* mimics. Los datos se presentan como media £+ SEM (n = 4). “*”Y
“**” indican significancia de p <0,05 y p <0,01 respectivamente.
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A continuacion, se analizd si miR-29a y miR-451_1* podrian afectar a genes
de fibrosis en NRVM bajo I/R, como se observd con Ucn-2 en corazdn de rata.
Como se muestra en la Figura 43, miR-29a evocd una regulacién negativa
significativa con respecto al aumento inducido por I/R de colageno | y Il
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Figura 43. Expresién de los genes fibréticos en NRVM transfectados con miR-
29ay miR-451_1* mimics en modelo de I/R /n vitro. A-B) Gréficos de barras que
representan la validacion de expresién de genes de fibrosis (Col-I, Col-1ll) en
situacion control, I/R y con transfeccion en I/R de miR-29a y 451 _1* mimics.
Los datos se presentan como media £+ SEM (n = 4), “*”, “**7 y “*¥***7 indican
significancia de p <0,05, p <0,01 y p < 0,0001 respectivamente.

2.4. EXPRESION DE GENES APOPTOTICOS EN CORAZON INFARTADO

Teniendo en cuenta los resultados anteriores en NRVM, se examiné qué
ocurria en el modelo animal de I/R. En la zona de riesgo, Apaf-1, Hmox-1 y Aifm-
1 mostraron un aumento 24 h después de la I/R que disminuyé 1 semana después
(Figuras 44A-C). También, se observd una disminucion de la expresion de Cycs y
Mapk-8 a las 24 h y ademas a 1 semana en el caso de Mapk-8 (Figuras 44D y
44F). Bcl-2 no mostré cambios importantes en |/R (Figura 44E).
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Figura 44. Expresién de genes apoptdticos en la zona de riesgo del modelo
animal de I/R a 24 hy 1 semana. A-F) Los gréaficos de barras muestran cambios
en la expresion de los genes apoptoticos (Apaf-1, Hmox-1, Aifm-1, Cycs, Bcl-2
y Mapk-8)en Sham e I/R a 24 h y 1 semana post-I/R. Los datos se presentan
como media = SEM (n = 4), “*x7 ox¥r dxEkxr . @xxx%” indican significancia de
p <0,05, p <0,01, p <0,001y p < 0,0001 respectivamente.

En aquellos genes que se habian observado cambios para I/R se decidié mirar
el efecto que tenia la infusion de Ucn-2 en modelo de ratas operadasalas 24 hy
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a 1 semana post-I/R. Las Figuras 45A-B muestran que a las 24 h la Ucn-2
aumentaba la expresion de genes Apaf-1y Aifm-1, pero no la de HmoX-1 (Figura
45C), en la zona de riesgo, mientras que una semana después del tratamiento

con Ucn-2 disminuia la expresion de estos genes.
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Figura 45. Efecto de la Ucn-2 sobre los genes apoptdticos en la zona de riesgo
del modelo animal de I/R a 24 hy 1 semana. A-C) Graficos de barras muestran
cambios en la expresion de los genes apoptdticos (Apaf-1, Aifm-1 y Hmox-1)
en Sham e I/R + Ucn-2 a las 24 hy 1 semana post-1/R. Los datos se presentan
como media £ SEM (n = 4), “*7, “x*r wxxxr . @xxx*” indican significancia de

p <0,05, p <0,01, p <0,001y p < 0,0001 respectivamente.

Ante estos resultados, y a pesar de que la tesis doctoral esta centrada en todo
momento en la zona de riesgo, se decidid analizar la zona mas alejada del infarto,
la zona denominada remota, para comprobar sila regulacién positiva de los genes
apoptdticos que ejercia la Ucn-2 en la zona de riesgo pudiera ser un mecanismo
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de defensa, apostando por una muerte apoptdtica frente a la necrosis. Asi, vimos
cémo en la zona remota a las 24 h la Ucn-2 no aumentaba la expresién de estos
genes, sino que incluso en el caso de Aifm-1y Hmox-1 la disminuia (Figura 46).
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Figura 46. Efecto de la Ucn-2 sobre los genes apoptdticos en la zona remota del
modelo animal de I/R a 24h y 1 semana. A-C) Graficos de barras muestran
cambios en la expresiéon de los genes apoptdticos (Apaf-1, Aifm-1y Hmox-1)
en Sham e I/R + Ucn-2 alas 24 hy 1 semana post-1/R. Los datos se presentan
como media £ SEM (n = 4)., “**” y “****” indijcan significancia de p <0,01y p <
0,0001 respectivamente.

Por ultimo, se estudio la expresion de estos genes de apoptosis en ventriculo
izquierdo de pacientes con IC y se observd que sélo Hmox-1 estaba
sobrexpresado. Ademas, existia una correlacién negativa entre la FEVI y la
expresion de Hmox-1, proponiéndose como un posible mecanismo de defensa
frente al dafio al ser un gen anti-apoptdtico aumentado con FEVI baja (Figura 47).
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Figura 47. Expresion de genes apoptdticos en pacientes con IC de origen
isquémico. A) Grafico de barras que representa la expresion de genes de
apoptosis del ventriculo de pacientes con IC en comparacién con el ventriculo
sano del control. B) Correlacion de Pearson entre FEVI (%) y log fold change
de Hmox-1. Los datos se presentan como media + SEM (n = 7). “**”indica
significancia de p <0,01.

En resumen, este segundo apartado nos mostré cémo la infusion de Ucn-2
inhibid la regulacién al alza de seis miRNAs, asociados con IAM. El analisis in silico
sugirio que el miR-29a y miR-451_1* eran los que podian regular mas genes
apoptdticos y fibroticos. A continuacion, la transfeccion de NRVM con mimics nos
proporciond la informacién de que el miR-29a, pero no el miR-451_1 *, prevenia
los cambios inducidos por I/R de genes pro y antiapoptdticos como Apaf-1, Hmox-
1y Cycs; asi como genes fibroticos como Col-I'y Col-lll. Ademas, de los genes
apoptdéticos que se estaban analizando, Hmox-1 también aparecia desregulado
en muestras de ventriculo humano. Curiosamente, se observd una correlacidon
negativa significativa entre Hmox-1 y la FE del ventriculo izquierdo en pacientes
con IC de origen isquémico. En conjunto, estos datos indican que Ucn-2
proporciona efectos cardioprotectores de larga duracion, que implican la
regulacion post-transcripcional de genes apoptdticos y fibrdticos a través de miR-
29a.
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3. LA UCN-2 MEJORA LA HOMEOSTASIS DEL Ca?* EN LA PATOLOGIA DE
I/R

Generalmente, la insuficiencia cardiaca se caracteriza a nivel molecular por
disfunciéon y anomalias en el manejo de [Ca?*]; con una significativa alteracion en
el acoplamiento de excitacion-contraccion (Gomez et al., 1997; Lehnart, Maier
and Hasenfuss, 2009). La disfuncion observada en pacientes con insuficiencia
cardiaca estd relacionada con la alteracion sufrida en la expresién y la actividad
de proteinas que regulan el movimiento y la concentraciéon de Ca?* intracelular
(Kho, Lee and Hajjar, 2012). De hecho, nuestro grupo de investigacién demostrd
previamente que diferentes canales catiénicos de Ca?* podian contribuir en
miocardiopatias, fibrosis cardiaca y remodelado cardiaco (Smani et al., 2015).
Por eso, otro de los objetivos de esta tesis doctoral fue estudiar los canales de
Ca?* tipo SOCC que participan en SOCE en el modelo de I/R, asi como el efecto
gue podria tener la Ucn-2 sobre esta via.

3.1. LA UCN-2 REGULA LA EXPRESION DE PROTEINAS INVOLUCRADAS
EN LA HOMEOSTASIS DEL Ca®*

Para determinar los protagonistas moleculares que durante I/R participan en
la homeostasis del Ca%*, se realizé un microarray para evaluar la expresion de 45
genes relacionados con la homeostasis de Ca?* en zonas de riesgo. La Tabla 17
muestra que 14 de los genes examinados estaban significativamente
incrementados en la zona de riesgo en comparacion con Sham. Curiosamente, la
mayoria de los genes regulados al alza pertenecian a la familia TRPC (Trpc1/3/5/6)
y a los canales tipo SOCC (Orail/2 y Stim1/2).

Fold change p-valor

Sercal 1.28+0.13 0.179
Cacnalc 1.39+0.18 0.079
Orail 1.45 +0.11 0.002
Rapgef 1.47 £0.16 0.002
Trpcl 1.57 +0.11 0.002
Hen4 1.71 +0.36 0.033
Trpcs 1.71+0.56 0.172
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Trpc3 1.78 £0.21 0.001
Slc8al 1.83 +£+0.18 0.001
Trocd 2.08 +0.2 0.008
Stim1 2.15 +0.27 0.001
Stim2 2.38+£0.3 0.001
Trpcb 3.89 +0.88 0.001
Orai2 4.07 +£1.35 0.001

Tabla 17. Microarray de genes relacionados con la homeostasis del Ca2*. El microarray
se realizé en ratas Sham y ratas operadas de I/R a una semana. Los datos se presentan
como media + SEM (n = 4). p-valor significativo cuando p<0,05. Cacnalc, Calcium
Voltage-gated Channel subunit alphal C; Hcn4, Hyperpolarization activated Cyclic
Nucleotide gated potassium channel 4 (Ifunny); Rapgef3, Rap Guanine Nucleotide
Exchange Factor 3 (Epac); Sercal, Sarco/Endoplasmic Reticulum Calcium; Slc8al, Solute
Carrier Family 8 Member A1 (intercambiador de Na*/Ca?*); Stim1/2, Stromal Interaction
Molecule 1/2; Trpc1/3/5/6, Transient receptor potential 1/3/5/6.

Se validd la expresién de estos genes y se decidié estudiar como la Ucn-2 podia
regularlos en el modelo de rata de I/R a 1 semana. La Figura 48 confirma que
tanto EPAC, Orail y TRPC5 estaban elevados en I/R a nivel de proteina. Sin
embargo, soélo la expresion de Orail y TRPC5 fue inhibida por la Ucn-2. Estos
datos indicaron que Ucn-2 evitaria alteraciones en la expresion de estas proteinas
involucradas en la regulacion de la homeostasis del Ca?* tras I/R pudiendo
desempefiar un papel significativo en el corazén. Por el contrario, NCX, STIM1 y
TRPC6 no estuvieron aumentados significativamente en I/R ni afectados su
expresién con el tratamiento de Ucn-2.
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Figura 48. La Ucn-2 regula la expresion de Orail y TRPC5 tras I/R a 1 semana.
A-F) Imégenes representativas de WB y graficos de barras que muestran la
expresion de NCX, EPAC, STIM1, Orail, TRPC5 y TRPC6 normalizados con la
expresion de B-actina, en Sham, I/R e I/R + Ucn-2 a 1 semana post-1/R. Los
datos se representan como media £+ SEM (n = 4-6). “*” indicia significancia de
p <0,05.

3.2. LA UCN-2 DISMINUYE LA ENTRADA CAPACITATIVA DE Ca**

Teniendo en cuenta los datos anteriores que demostraron que I/R promovia
la alteracién de varios canales catidnicos relacionados con la via SOCE, se examind
si I/R estimulaba SOCE vy si la Ucn-2 la regulaba. Se usé un protocolo clésico para
la activacion de los SOCC con tapsigargina (TG, 2 mM), que es un inhibidor de la
proteina del SERCA en presencia de nifedipina (NIF, 10 mM), que es un inhibidor
de los canales de Ca?* tipo L. Gracias a la combinacién de estas drogas se asumié
que el aumento de Ca®* intracelular que se observaba era debido a la entrada por
los SOCC.

Cuando los NRVM fueron sometidos al protocolo in vitro de I/R, se observo
que en I/R los niveles del Ca®* eran altos y que con el tratamiento de la Ucn-2
post-I/R el incremento de SOCE disminuia a valores cercanos a control (Figura
49). Para comprobar que el efecto que se veia era de la Ucn-2, se administré
astresina (1 mM), inhibidor especifico del CRF-R2, en presencia de Ucn-2 y
observamos que el Ca?* no disminuifa. Asi se confirmé que la I/R potenciaba SOCE,
y que la Ucn-2 inhibia esta entrada.
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Figura 49. Urocortina-2 inhibe la SOCE exacerbada inducida por I/R en NRVM.
A) Trazos representativos que muestran los cambios en [Ca2*]; en los NRVM
cargados con FURA-2AM, presentados como relacion Fss0/F3s0 en situacion
control (negro), I/R (naranja), I/R+Ucn-2 (azul), e I/R+Ucn-2+ astresina (gris).
B) Grafico de barras de las variaciones del [Ca2*];. Se aplicé tapsigargina (TG,
2 uM) y nifedipina (1 uM) al inicio sin Ca2* extracelulary al final afladiéndoselo
(2,5 mM). Los datos se representan como media £+ SEM (n = 100-250 células).
“**” indican significancia de p <0,01 respectivamente.

3.3. LA UCN-2 AFECTA LA EXPRESION DE Orail Y TRPC5

Basdndose en los datos previos del modelo animal de I/R, dénde se
observaban cambios significativos en la expresién de Orail y TRPC5, se evalud si
ocurria lo mismo en NVRM. En primer lugar, la Figura 50 muestra que I/R
aumentd la expresion de Orail y TRPC5 en NRVM al igual que pasaba en
cardiomiocitos adultos. Asi mismo, es importante destacar que el tratamiento de
las células con Ucn-2 (10 nM) inhibid la sobrexpresion de Orail y TRPCS evocada
por I/R. Por el contrario, el pretratamiento de las células con astresina (1 uM)
blogued el efecto de la Ucn-2 sobre estas dos proteinas.
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Figura 50. Ucn-2 disminuye la expresién exacerbada de Orail y TRPC5 en I/R en
NRVM. Imdgenes de WB y graficos de barras que representan la expresién de
Orail y TRPCS5 en control, I/R, I/R + Ucn-2 e I/R + Ucn-2 + astresina, en NRVM.

“wxn

Los datos se representan como media + SEM (n = 4-6). indica significancia

de p <0,05.

En segundo lugar, se estudié la SOCE en NRVM transfectados con siARNs para
Orail y Trpc5. Las Figuras 51A-B, muestran que el Ca®* inducido por la I/R se
inhibié completamente cuando los genes Oraily Trpc5 fueron silenciados, lo que
confirmaba su posible implicacion en la SOCE inducida por I/R. Curiosamente, el
efecto de la Ucn-2 observado anteriormente y el silenciamiento de estas
proteinas fue muy similar. Las Figuras 51C-D confirmaron que Orail y Trpc5
estaban silenciados correctamente.
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Figura 51. Orail y TRPC5 participan en el incremento de SOCE en I/R. A) Trazos
representativos que muestran los cambios en [Ca2*]; en los NRVM cargados
con FURA-2AM, presentados como relacidén (F340/F3s0) en situacion control
(negro), I/R (naranja), transfectados en I/R con siOrail (azul) y siTRPC5 (rosa).
B) Grafico de barras de las variaciones del [Ca2*];. Se aplicd tapsigargina (TG,
2 uM) y nifedipina (1 uM) al inicio sin Ca2* extracelulary al final afladiéndoselo
(2,5 mM). C, D) Imédgenes de WB y gréficos de barras muestran el efecto del
silenciamiento de Orail y Trpc5. Los datos se representan como media + SEM
(n =100-250 células). “*”, “**7 “***” indican significancia de p <0,05, p <0,01
y p <0,001 respectivamente.

En consecuencia, se estudié si Orail y TRPC5 co-localizaban e interaccionaban
en el interior celular mediante el uso de la técnica in situ PLA. La Figura 52A
muestra que en situacidn control se observé presencia de puntos rojos indicando
gue Orail y TRPC5 estaban proximos. Sin embargo, el nimero de puntos rojos
aumento significativamente bajo I/R, lo que sugiere un aumento de interaccion
Orail-TRPC5. Por el contrario, cuando las células fueron tratadas con Ucn-2
durante I/R esa interaccién se vio disminuida de una manera significativa. A
continuacion, se muestran los controles (Figura 52B). El control positivo utiliza
dos proteinas de citoesqueleto, la a cadena pesada de miosina (MHC, Myosin
Heavy Chain) y la vimentina. Y el control negativo el péptido de TRPC5 +
anticuerpo de Orail.

En conjunto, estos datos sugirieron que Oraily TRPCS interactuaban en
condiciones basales pero que aumentaban su interaccion bajo el proceso de I/R,
que sin duda promoverd la entrada de Ca** pudiéndose relacionar con la
sefializacion anormal de Ca®* en corazon reperfundido. Ademds, estos datos
muestran que Ucn-2 de manera eficiente inhibié SOCE a través de la regulacion a
la baja de Orail y TRPC5 asi como su interaccién en situacién I/R (Figura 52C).
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Figura 52. I/R aumenta la co-localizacion de Orail y TRPC5 en NRVM. A)
Imégenes representativas de NRVM control, I/R e I/R + Ucn-2, incubadas con
anticuerpos primarios contra Orail y TRPC5 conjugados con las sondas de
ensayo de ligadura de proximidad (PLA) apropiadas. Los puntos rojos indican
que las proteinas estdn a menos de 40 nm de distancia. B) Imagenes de NRVM
incubadas a-cadena pesada de miosina (MHC, Myosin, High Chain) y vimentina
gue co-localizan (control positivo), asi como con péptido de TRPC5 vy
anticuerpo primario de anti-Orail (control negativo). C) Gréafico de barras que
resume el numero medio de puntos de PLA en diferentes grupos
experimentales. Los datos se presentan como + SEM normalizada al control
positivo determinado por la co-localizacion de vimentina y a-MHC (n = 3
cultivos). “*” y “***” indican significancia de p <0,05 vy p <0,001. BF, bright f
field (campo claro).

En este tercer apartado, nuestros hallazgos destacaron nuevos aspectos
inesperados del papel de Ucn-2 en la proteccion cardiaca. La Ucn-2 modulaba la
[Ca%];, inhibfa SOCE dependiente de la expresién y co-localizacién de Orail y
TRPCS.

4. ELEMENTOS DE REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL: FACTORES
DE TRANSCRIPCION

Estudiando los canales tipo SOCC y su importancia en la patologia de I/R, se
quiso investigar sobre los posibles reguladores transcripcionales de estos canales.
Clasicamente, NFAT ha sido el factor de transcripcion mas ampliamente descrito
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en la patologia cardiovascular. Sin embargo, en esta tesis doctoral se quiso buscar
nuevas dianas. Por eso, nos centramos en el factor de transcripcion CREB, ya que
previamente el grupo habia demostrado el papel de SOCC en la activacion de
CREB en células musculares lisas. CREB (por sus siglas en inglés de cAMP response
element-binding) es un modulador de la expresién génica, que como su propio
nombre indica, se activa en respuesta al AMPc. La cascada de sefalizacién
comienza con la activacion de las adenilatociclasas (AC) que pasan el ADP a AMPc
y éste activa la Proteina Kinasa A (PKA) que activa pCREB.

Como otros autores ya habian descrito que el Ca* que permeaba a través de
Orail podia activar a la adenilato ciclasa 8 (AC8) que estaria implicada en la
inactivacion de Orail (Zhang et al., 2019), nosotros plantedbamos la siguiente
hipdtesis: ¢ Puede ser posible que la entrada de Ca?* dependiente de Orail sea la
responsable de activar CREB a través de AC8 en I/R?

Lo primero que se hizo fue determinar los niveles de AMPc en NRVM tras I/R
a 2 min, 5 min con o sin tratamiento con GSK (inhibidor de Orail) y silenciamiento
de la AC8. En la Figura 53A vemos como los niveles de AMPc estaban elevados a
2 min post-I/R y que disminuyen cuando se utiliza GSK o se silencia ACS8. El
silenciamiento de la AC8 se llevd a cabo correctamente (Figura 53B). Como
control positivo se usé isoproterenol que activa el AMPc a través de receptores
B-adrenérgicos. Alos 5 min no observamos incremento significativo de los niveles
de AMPc tras I/R. Por otra parte, observamos que la AC8 estaba sobrexpresada 1
semana después de I/R (Figura 53C).
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Figura 53. La AC8 eleva los niveles de AMPc tras la reperfusidon y aparece
aumentada en NRVM tras I/R. A) Estudio por ELISA cAMP-Glo™ a 2y 5 min post-
IR, I/R + GSK e I/R + siAC8, asi como con isoproterenol de control positivo. B)
Imagenes de WB vy grafico de barras que representan el efecto del
silenciamiento de la Ac8 en NRVM. C) Imdgenes de WB y grafico de barras que
representan la expresion de AC8 en control e I/R en NRVM. Los datos se
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representan como media £+ SEM (n = 4-6). y “**” indican significancia de p

<0,05 vy p <0,01, respectivamente.

A continuacioén, estudiamos la activacion de CREB en NRVM en condiciones de
I/R. En la Figura 54A observamos una fosforilacién significativa de CREB 5 min
después de I/R, y cdmo decrecia con el tiempo. Ademads, y muy importante,
observamos que el silenciamiento de Ac8 previene la activacién de CREB por I/R
(Figura 54B).
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Figura 54. pCREB es activado por I/R y dependiente de AC8 en NRVM. A)
Imagenes de WB y gréfico de barras que representan la activaciéon de CREB a
los 5 min, 30 miny 24 h después de I/R en NRVM. B) Imagenes de WB y grafico
de barras que representan la expresién de p-CREB en control, I/R, I/R + siAC8
en NRVM. Los datos se representan como media + SEM (n = 4-6). “*” y
“**”indican significancia de p <0,05y p <0,01 respectivamente.

Posteriormente, se estudié la SOCE en NRVM transfectados con siARNs para
Ac8'y Creb. Las Figuras 55A-B, muestran que el Ca* inducido por la tapsigargina
en situacion de I/R disminuyd cuando ambas proteinas fueron silenciadas. La
Figura 55C confirma el silenciamiento de Creb.
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Figura 55. El silenciamiento de Ac8y Creb disminuye la SOCE exacerbada de
I/R en NRVM. A) Trazos representativos que muestran los cambios en [Ca2*];
en los NRVM cargados con FURA-2AM, presentados como relacién (Fsso0/F3s0)
en situacién control (negro), I/R (naranja), transfectados en I/R con siACS8
(morado) y siCREB (verde). B) Gréfico de barras de las variaciones del [Ca2*];.
Se aplicd tapsigargina (TG, 2 uM) y nifedipina (1 uM) al inicio sin CaZ?*
extracelular y al final afladiéndoselo (2,5 mM). C) Imédgenes de WB y grafico
de barras que representan el silenciamiento de Creb. Los datos se representan
como media +SEM (n = 100-250 células, n = 4-6). “*” y “****” ‘indican

significancia de p <0,05, y p <0,0001 respectivamente.

Al ver que la [Ca?*]; en I/R se veia afectada con el silenciamiento de Creb se
planted la hipotesis de que CREB podria regular la expresion de los SOCC. Se
comprobd que siCREB disminuyd la expresion de Orail y de TRPCS (Figura 56),
indicando que la activacién de CREB podria participar en la transcripcion de los
genes Oraily Trpc5y por ende en la SOCE.
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Figura 56. Orail y TRPC5 ven afectada su expresién cuando se silencia Creb en
I/R en NRVM. A) Imdgenes de WB y graficos de barras que representan la
expresion de Orail y TRPC5 en control, I/R e I/R + siCREB. Los datos se
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representan como media £ SEM (n = 4-6). , “**” indican significancia de p

<0,05 vy p <0,01 respectivamente.

Como la activacion de CREB era dependiente de Ca?*, se decidié comprobar si
silenciando Orail y Trpc5, su activacion se veia afectada. Como se muestra en la
Figura 57 la inhibicién de Orail y TRPCS frend la activacion de CREB por I/R.
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Figura 57. El silenciamiento de Oraily Trpc5 afecta a la activacién de pCREB 5
min post-I/R en NRVM. A) Imagenes de WB y grafico de barras que representan
la expresion de pCREB normalizado a CREBt en control, I/R'5 min, I/R + siOrail
e I/R + siTRPC5. Los datos se representan como media + SEM (n = 4) “*7, “x*”
indican significancia de p <0,05 vy p <0,01 respectivamente.

Por ultimo, se mird la expresion de AC8 y Orail en muestras de ventriculo de
pacientes con IC de origen isquémico y se observé que existia un aumento de
expresion con respecto a una muestra control de ventriculo sano (Figura 58).
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Figura 58. Sobrexpresion de AC8 y Orail en muestras de ventriculo de pacientes
con IC de origen isquémico. Imagenes de WB vy grafico de barras que
representan la expresion de AC8 (A) y Orail (B) en muestras de ventriculo de
pacientes con IC comparadas con una muestra control de ventriculo sano. Los
datos se representan como media +SEM (n = 7).

Tomando en consideracién los resultados encontrados, nuestros datos
indican que la entrada de Ca?* exagerada que ocurre a través de la subunidad de
Orail durante I/R desencadena la activacidn aguas abajo de la proteina AC8 y del
factor de transcripcion CREB, el cual podria estar participando a su vez en la
expresién en la expresion de los canales SOCC, Orail y TRPC5. Todo ello estaria
estableciendo un lazo de retroalimentacién positiva. Estos datos fueron
confirmados en muestras de ventriculo de pacientes isquémicos con IC quedando
pendiente estudiar el papel regulador que podria tener la Ucn-2 sobre CREB.
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1. ESTRATEGIAS DE CARDIOPROTECCION: LA UCN-2 COMO PEPTIDO
PROTECTOR

En los ultimos 20 afios, la cardiopatia isquémica ha sido responsable del 16 %
de las muertes a nivel mundial, cuadriplicando su cifra de 2 millones de
defunciones a casi 9 millones segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(Virani et al., 2020).

A'lo largo de los afios el avance en la medicina y en la ciencia ha hecho que
el nimero de muertes por IAM en nuestro pais descendiera de casi 22 mil
personas al afio a cerca de 14 mil (Diaz, 2020). Existe una estrecha relacion entre
la eficacia clinica de la reperfusién y el tiempo transcurrido desde la oclusion
coronaria. Durante las primeras 12 h de un IAM el porcentaje de miocardio
isquémico recuperable se reduce de forma progresiva (Ards, 2000). La rapida
restauracion del flujo sanguineo reduce el tamafio del infarto y a dia de hoy es la
Unica alternativa posible para rescatar las células isquémicas de una muerte
segura. Sin embargo, paraddjicamente esa restauracion del flujo puede dafiar a
aquellos cardiomiocitos mas vulnerables desencadenando procesos celulares
adversos y la muerte celular. Por ello y a pesar del avance de los tratamientos
para el IAM, como la revascularizacién o tratamientos fibrinoliticos, sigue siendo
un reto la busqueda de nuevos farmacos cardioprotectores. Gracias a las clasicas
estrategias de pre- y post-condicionamiento descritas por Hausenloy, D. J., &
Yellon, D. M, que habian demostrado proteger al corazén del dafio, diferentes
autores comenzaron a estudiar cémo inhibir moléculas perjudiciales liberadas o
potenciar mecanismos beneficiosos que sucedian en el condicionamiento
isquémico (Heusch, 2015; Hausenloy and Yellon, 2016). Algunos ejemplos son el
uso de la adenosina, péptido natriurético, ciclosporina A o la inhibicion de la NO
sintetasa (Minamino, 2012; Lasukova et al., 2019).

Al final del siglo pasado, varios trabajos se centraron en el papel de las
proteinas de estrés asociadas con la familia de corticotropinas en la respuesta del
corazon al infarto (Okosi et al., 1998; Brar et al., 1999). A pesar de que en un
principio se pensaba que la Ucn-2 era liberada por el sistema nervioso central, en
la actualidad se sabe que es liberada directamente por el corazéon después de un
dafio isquémico (Cserepes et al., 2007). Uno de los primeros trabajos que sugirio
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la liberacién de Ucn-2 tras IAM por el corazén (Knight et al., 2008) fue retirado
por manipulacion de los datos por los autores.

Nuestros resultados mostraron cémo en el modelo animal de I/R los niveles
de Ucn-2 en sangre estaban aumentados significativamente a 1 semana después
de la cirugia y cémo esos niveles disminuian a valores cercanos a control a las 6
semanas. Del mismo modo, cuando se analizd la expresidon de su receptor, CRF-
R2, en tejido miocardico del mismo modelo, se observé un aumento a la semana
después de la intervencion quirurgica, que se revertia a las 6 semanas del proceso
isquémico. Nuestros datos sugirieron que frente a un estrés agudo de I/R, sucedia
un aumento significativo de Ucn-2 y su diana, posiblemente para aumentar el
efecto de su via de sefializacion y asi potenciar su respuesta a los dafios por I/R.

Con el paso de los afios han aumentado el nimero de publicaciones donde
se evalla el efecto de la Ucn-2 estudiando la FE y FA en modelos de animales in
vivo cuando se trata de patologias cardiacas. Por ejemplo, se ha descrito cémo la
Ucn-2 mejora la funcién cardiaca en modelo de ratdn de edad avanzada e incluso
en ratones sometidos a una dieta poco cardiosaludable (Kim et al, 2019;
Giamouridis et al., 2020). Sin embargo, siguen siendo muy escasos los estudios
donde se evallan la recuperacion de la contractilidad cardiaca en el modelo de
I/R, posiblemente por la complejidad del modelo. Hay otros autores que han
descrito efectos beneficiosos de la Ucn-2 en infarto miocardico (Topal et al.,
2012; Ellmers et al., 2015). Nuestros resultados mostraron la recuperacion de la
contractilidad a la semana de la I/R cuando las ratas fueron tratadas con Ucn-2 5
min antes de revascularizacion. Ademds, observamos que la Ucn-2 disminuia
significativamente el tamafio de infarto, resultados que si comparten mas
estudios en el modelo de rata de I/R (Scarabelli et al., 2002; Liu et al., 2005).

Una gran novedad de este trabajo ha sido el papel que juega la Ucn-2 en la
fibrosis cardiaca. La fibrosis cardiaca se caracteriza por la acumulaciéon de
proteinas de la matriz extracelular en el intersticio cardiaco como mecanismo
reparativo que acaba contribuyendo a una disfuncién sistélica y diastdlica. En
este trabajo hemos visto por resonancia magnética como la Ucn-2 previene la
fibrosis del tejido miocardico una semana después de la I/R. Es més, completamos
el estudio valorando proteinas pro-fibréticas clasicas como los Col I, Col lll y los
Tgf-Bs. La expresidon de estas 4 proteinas se veia aumentada en cardiomiocitos
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del modelo de I/R a la semana y la Ucn-2 lo revertia por completo. Es bien
conocido que los miofibroblastos son los principales responsables de la fibrosis
cardiaca, sin embargo existe un amplio abanico de células que participan en como
los monocitos/macréfagos, linfocitos, mastocitos, células vasculares o
cardiomiocitos que también pueden contribuir a la respuesta fibrotica
secretando mediadores fibrogénicos clave como los factores de crecimiento Tgf-
Bs o el PDGF (Kong, Christia and Frangogiannis, 2014).

Conjunto a la fibrosis, otra de las respuestas reparadoras al dafio miocardico
es el desarrollo de hipertrofia cardiaca. En el corazén adulto, en lugar de un
aumento en el nimero de cardiomiocitos, se produce un aumento de tamafio y
el corazén desarrolla hipertrofia para reducir el estrés de la pared ventricular y
mantener la funcidn y la eficiencia en respuesta a una mayor carga de trabajo.
Aunque la hipertrofia se desarrolla inicialmente como una respuesta adaptativa
generalmente progresa hacia una hipertrofia patolégica (Nakamura and
Sadoshima, 2018). En contra de lo observado con la fibrosis, la Ucn-2 no inhibid
la hipertrofia cardiaca inducida por la I/R. Nuestra observacion coincide con otros
informes que describieron efectos pro-hipertroficos de los péptidos de Ucn
(Chanalaris et al., 2003). De hecho, se ha descrito que las isoformas de Ucn
estimulan varios marcadores de hipertrofia como la MHC-B, asi como los péptidos
natriuréticos auricular y tipo B (lkeda et al., 1998). Sin embargo, otros datos
sugieren una accién antihipertrofica de la infusién crénica de Ucn-2 en modelo
de ratas hipertensas (Dieterle et al., 2009) o en modelo de infarto en ratén
(Ellmers et al., 2015). Quizas, la Ucn-2 conservé la hipertrofia cardiaca para
mantener su efecto compensatorio al menos en la etapa temprana del
remodelado cardiaco como se ha descrito previamente (Rubin, Fishbein and
Swan, 1983).

Puesto que el IAM promueve muerte celular que afecta directamente a la
contractilidad y la respuesta del corazén, nuestros datos confirman que Ucn-2
disminuyd la liberacion de la LDH sérica, enzima liberada cuando existe dafio.
Datos previos del laboratorio ya habian visto que la otra isoforma de la Ucn, la
Ucn-1, disminuia los niveles de LDH (Calderon-Sanchez et al., 2016). Incluso,
habia evidencias de que la Ucn-2 era capaz de reducir esos niveles en otros
modelos de estudio (Gao et al., 2015; Zhou, Chen, Lew, A. Mark Richards, et al.,
2016).
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2. LA UCN-2Y LA REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL EN I/R

Después de comprobar que la Ucn-2 mejoraba el dafio miocardico a efectos
macroscépicos y funcionales, nuestros estudios previos demostraron un papel
relevante de la administraciéon de Ucn-2 en la regulacién transcripcional y post-
transcripcional de genes (Calderon-sanchez el al. 2015; Diaz et al. 2017).

Actualmente, la transcendencia de la regulacidon post-transcripcional por
miRNAs estd mds que consolidada en patologias cardiovasculares
(Wojciechowska, Braniewska and Kozar-Kaminska, 2017; Smani et al., 2020). La
compleja red de interrelaciones que existe en la naturaleza intrinseca del miRNA
intensificaba el interés de su estudio. Igual que un miRNA puede actuar sobre
diferentes dianas génicas, un mismo gen puede ser diana de varios miRNAs,
incluso los miRNAs pueden regularse entre si.

Para alcanzar nuestro objetivo, hicimos un cribado de los miRNAs que
aparecian desregulados en suero de pacientes isquémicos y en tejido miocardico
de pacientes con insuficiencia cardiaca. En profundidad se estudiaron 12 miRNAs,
6 de ellos estaban aumentados tanto a las 24h como a 1 semana post-I/R y
disminuidos cuando se administraba la Ucn-2. Todos estos miRNAs, miR-29a,
miR-103, miR-133, miR-339-5p, miR-423_1 y miR-451 1%*, habian demostrado
jugar anteriormente un papel en I/R (Zhang et al., 2010; Wang et al., 2015;
Hendgen-Cotta et al., 2017; Luo et al, 2019; Ding et al., 2020). Los otros 6
miRNAs, miR-125, miR-139, miR-320 y miR-324-3p, se afectaban por I/R pero la
Ucn-2 no revertia el fendmeno. Ninguln otro grupo habia pormenorizado en su
relaciéon con la Ucn-2 excepto un trabajo previo de nuestro laboratorio (Diaz et
al., 2017).

Debido al interés que despierta la muerte celular, la supervivencia vy la fibrosis
cardiaca nos preguntamos si estos miRNAs que estaban desregulados podian
tener relaciéon con alguno de procesos celulares. Gracias al avance de las
plataformas in silico se pudo predecir qué genes relacionados con la apoptosis y
la fibrosis eran diana de los miRNAs de interés. Los miRNAs miR-29ay miR-451_1*
eran aquellos que exhibieron mayor numero de dianas. No obstante,
sobrexpresando con mimics en NRVM para estos dos miRNAs sélo el miR-29a
reveld un papel clave en la regulacion de esos genes. MiR-29a previno de manera
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eficiente la deposicién de colageno, lo que indica una inhibicidn de la fibrosis.
Estudios recientes también demostraron que miR-29a también inhibia la fibrosis
en ratas con infarto de miocardio (Xiao et al., 2017), en corazones sometidos a
estrés por la baja la expresién de la enzima A metiltransferasa (DNMT3A) (Qin et
al.,, 2018), y o en corazones intoxicados por quimioterapia (Jing et al., 2018).

Por otra parte, demostramos que el miR-29a inhibia la sobrexpresion
inducida por I/R de genes pro-apoptéticos Apaf-1, Cycs y genes anti-apoptoticos
como Hmox-1; si bien aumentaba la expresién del gen apoptdtico Aifm-1. Este
hecho puso en manifiesto lo mencionado anteriormente, pues un mismo miRNA
puede actuar sobre varios genes que tienen funciones opuestas. La expresion
diferencial de estos genes implicados en la muerte celular fue confirmada en
muestras de corazén de I/R, distinguiendo entre eventos de 24 hy 1 semana en
la zona infartada.

La muerte celular es un mecanismo muy complejo cuyo principales rutas son
necrosis, apoptosis y la autofagia que suelen ocurrir ante esta situacién de estrés
(Rabinovich-Nikitin et al., 2019). Estudios previos han demostrado que después
de la reperfusion, la via apoptdtica intrinseca o mitocondrial se inicia mediante la
liberacién de Cycs en el citoplasma que estimula a Apaf-1 y la procaspasa-9 en el
apoptosoma, induciendo apoptosis (Sanchis et al., 2003; Shakeri, Kheirollahi and
Davoodi, 2017; Wang et al., 2017). En nuestro caso, a las 24h los niveles de Apaf-
1 estaban elevados como cabia esperar, pero los de Cycs estaban disminuidos.
Otros de los genes apoptdticos que obtuvieron una tendencia positiva a las 24 h
corregida a la semana fue Aifm-1. Durante la induccion de la apoptosis, Aifm-1
localizada en la mitocondria es liberada al citoplasma y entra en el nlcleo
participando en su fragmentacion, siendo una via independiente a la activacién
de las caspasas. Otros autores ya habian descrito el papel de Aifm-1 en un modelo
de I/R como un mecanismo de proteccién frente a otros tipos de muerte celular
(Kim et al, 2003). Por ultimo, el gen Hmox-1 es considerado un gen
cardioprotector en el infarto de miocardio, por su prevencion del remodelado
cardiaco y su preservacién de la funcion cardiaca (Bilbija et al., 2012). En nuestros
resultados aparecia elevado en las primeras 24 h post-IR y disminuido a la
semana. Otros autores han descrito que la sobrexpresion de este gen en células
madre mesenquimales implantadas en corazén conferia cardioproteccién contra
la lesion isquémica. Otros demostraron que su sobrexpresion podia ser un
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beneficio en musculo esquelético (Bilbija et al., 2012; Preda et al., 2014). Aunque
la funcién protectora de Hmox-1 parece ser clara en roedores, su rol en humanos
no esta claro. En este trabajo, descubrimos que los pacientes con IC de origen
isquémico sobrexpresaban Hmox-1, ademds su expresion mostraba una
correlacion negativa con su FEVI. Este hallazgo contradecia lo esperado ya que se
sabe que el gen Hmox-1 ejerce efectos antiinflamatorios y anti-apoptéticos post-
IAM (Tomczyk et al., 2019). Quizas, la sobrexpresion de Hmox-1 en pacientes con
FEVI comprometida estaria protegiendo a los corazones altamente afectados por
el avance de la patologia. Experimentos adicionales en un gran nimero de
pacientes podrian arrojar luz sobre esta hipdtesis.

Cuando comprobamos el efecto de la Ucn-2 en aquellos genes que habian
mostrado mas diferencias en I/R alas 24 hy a la semana, Apaf-1, Hmox-1 y Aifm-
1, nos dimos cuenta de que la Ucn-2 a las 24 h no tenia efecto o ejercia un papel
pro-apoptético en la zona de riesgo. La apoptosis es una muerte celular
programada que causa menos dafio en el tejido circundante que otro tipo de
muerte como la necrosis (D’Arcy, 2019). Quizas en la zona mas cercana al dafio
ocurriria el mismo fendmeno ya que habiamos visto previamente un efecto
similar con la Ucn-1 (Calderon-Sanchez et al., 2016). Se trataria de un mecanismo
de defensa en la zona de riesgo. Cuando existia un dafio intenso, la Ucn-2 podria
favorecer una muerte controlada por apoptosis al mismo tiempo que mejor la
supervivencia celular. De hecho, en las zonas remotas, Ucn-2 no regulaba
positivamente ninguno de estos genes a las 24 h, o que apoya nuestra propuesta.
Otros farmacos cardioprotectores como el carvedilol parecian tener un efecto
protegiendo zonas remotas (Yeh et al., 2013).

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que miR-29a, modulado por Ucn-
2, podria ser un regulador potencial de un equilibrio entre el proceso apoptdtico
y anti-apoptotico. Ahora bien, existe consenso en que el cardiomiocito activa
tanto vias pro-apoptdticas como anti-apoptdticas durante la transicion
progresiva del corazén de una situacién de adaptacion después de I/R (Depre and
Taegtmeyer, 2000).
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3. LA UCN-2 Y SU REPERCUSION EN LA ENTRADA CAPACITATIVA DE
Ca

La disfuncion cardiaca en corazones reperfundidos ha sido relacionada con la
mala regulacion de la homeostasis del [Ca?*]; cardiaco (Garcia-Dorado et al.,
2012). Se han considerado varios mecanismos para explicar la alteracion de [Ca®*);
durante la reperfusién y la mayoria estan relacionados con la acidosis, la
alteracién del acoplamiento excitacién-contraccion, la depresion de la actividad
de SERCA y/o la activacién del modo inverso del NCX (Inserte et al., 2002). Sin
embargo, al realizar un microarray de genes de canales idnicos y otras moléculas
involucradas en la homeostasis de [Ca*']; observamos cambios de expresion
significativos para proteinas clave para SOCE, como Orail, STIM1 o los canales
TRPC. La informacién disponible sobre el papel que juegan estos canales en la
patologia de I/R cardiaca todavia es escasa (Collins et al., 2013; Xu et al., 2019).

Ya existen evidencias convincentes de que los canales TRPC y SOCC
contribuian a diferentes patologias cardiacas (Eder and Molkentin, 2011,
Dominguez-Rodriguez et al., 2015; Bartoli and Sabourin, 2017; Petersen, Wolf
and Smyth, 2020). Recientemente, se ha descrito que STIM1, TRPC1, TRPC4,
TRPC5 y Orail estaban aumentados durante la hipertrofia cardiaca inducida por
la aldosterona. Este incremento se ha dado lugar al incremento de SOCE
(Sabourin et al., 2018; Bartoli et al., 2019). Igualmente, otros autores mostraron
la activacion de TRPC1 y TRPC4 en la hipertrofia cardiaca (Camacho Londofio et
al., 2015). En nuestras condiciones experimentales, no observamos cambios
significativos en la expresion de TRPC1y TRPC4 bajo I/R (datos no mostrados). No
obstante, si demostramos que Orail y TRPC5 estaban aumentados tanto en
corazones de rata adulta como neonata. Ademds, mostramos que son necesarios
para SOCE ya que el silenciamiento de sus genes inhibié completamente la
entrada de Ca?* inducida por I/R. Es mas, fue la primera vez que se describio la
co-localizacién de Orail y TRPC5 en I/R.

Igualmente, fue la primera vez que se describid que el tratamiento con Ucn-
2 inhibia la regulacién positiva inducida por I/R de Orail y TRPC5 tanto en tejido
cardiaco aislado del modelo de I/R como de NRVM sometidos a I/R in vitro. De
hecho, en NRVM Ucn-2 evitd la exacerbacién de SOCE en I/R. Por Ultimo, la Ucn-
2 fue capaz de disminuir la interaccién entre Orail y TRPC5. Como los efectos de
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la Ucn-2 dependian de la activacién de CRF-R2 se administrd un blogueante de
los mismos, la astresina, y se comprobd que los resultados revertian. Los
resultados obtenidos coincidieron con datos anteriores que revelaban la
importancia de Ucn-1 en SOCE para las células del musculo liso (Smani et al.,
2007) y musculo esquelético (Reutenauer-Patte et al., 2012). Los efectos
cardioprotectores de la Ucn-2 podrian implicar otras dianas aguas debajo de los
canales idnicos Orail y TRPCS. Por ejemplo, se describid la sensibilidad de TRPC5
a las ROS (Wong et al., 2010; Shimizu, Takahashi and Mori, 2014), las cuales se
producen en la I/R. Por ese motivo, la regulacion a la baja de TRPCS por la Ucn-2
podria mitigar el efecto de las ROS y conservar mejor la integridad de las células
cardiacas.

Tomando en consideracién nuestros hallazgos, la Ucn-2 parece tener nuevos
e inesperados roles en la proteccién cardiaca. Estos efectos protectores, junto
con otras acciones de la Ucn-2 como; la vasodilatacion de la arteria coronaria
humana (Smani et al., 2011), su inotropismo positivo (Smani et al., 2010) o su
regulacion endocrina y renal (Rademaker et al., 2015), sugirieren que Ucn-2
podria ser un fdrmaco terapéutico prometedor y valioso para mitigar la
disfuncion cardiaca en pacientes post-infarto. Concretamente, estudios recientes
revelaron que la administracion de Ucn-2 mejord la contractilidad del ventriculo
izquierdo en pacientes con descompensacion o IC crénica (Chan et al., 2013;
Stirrat et al., 2016).

4. FACTORES DE TRANSCRIPCION INVOLUCRADOS EN LA ENTRADA
CAPACITATIVA DE Ca?*

Hasta la fecha el factor de transcripcion por excelencia descrito en el tejido
cardiaco ha sido NFAT (Crabtree, 1999; Tongers et al., 2004; Echtermeyer et al.,
2011). NFAT requiere incremento de la [Ca®*]; y varios trabajos han relacionado
su activacién con SOCE (Braun, 2014; Park et al., 2020). Algunos otros factores
como MEF-2 también se han descrito cuando el tejido sufre algln tipo de estrés
o en etapas tempranas de desarrollo (Zhou et al., 1993; Estrada-Avilés, Rodriguez
and Zarain-Herzberg, 2017). Sin embargo, el factor de transcripcién CREB ha sido
ampliamente descrito en cerebro, en concreto en los campos de memoria y
aprendizaje (Silva et al., 1998; Carlezon, Duman and Nestler, 2005). Asi mismo, el
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rol de CREB en el sindrome de I/R si habia sido descrito previamente en cerebro
(Huang et al., 2015; Teng et al., 2019).

Con anterioridad, nuestro grupo demostré que el influjo de Ca** a través de
Orail activaba CREB en musculo liso. Ademas, se demostrd que esta activaciéon
estaba implicada en la proliferacion de las células de musculo liso (Rodriguez-
Moyano et al. 2013). En aquel trabajo se demostré que CREB se regulaba por I/R
tanto a nivel de activacion aguda como a nivel de expresién. Dicha activacion
dependia de la entrada de Ca?* a través de Orail, ya que la inhibicion del canal
impedia el incremento del AMPc esencial para la activacién de CREB.

La AC es la enzima responsable de la produccion del AMPc y hay descritas
hasta 12 isoformas. Una de ellas, la ACS8, es sensible a Ca®* y estd asociada
constitutivamente a Orail, esta interaccion proteina-proteina coordinaba
cambios tanto en Ca?* como en el AMPc (Willoughby et al, 2012).
Recientemente, Trebak et al. (2019) habian descrito un esquema de regulacion
de la inactivacién en el que Orail y AC8 estaban vinculados a través de una
interaccidn directa en sus dominios N-terminales para llevar a cabo la inactivacion
rapida dependiente de Ca®* de Orail. A este hecho, Zhang et al. demostraron que
el AMPc producido por la AC8, activaba la PKA, y ésta, ademas de inactivar Orail
fosforilando la serina 34 ayudada por AKAP79, activaba aguas abajo al factor de
transcripcion NFAT (Zhang et al., 2019). Siguiendo esa linea, nuestros hallazgos
demostraron que existe un aumento de AMPc dependiente de AC8, la cual estaba
aumentada por I/R. Ademas, demostramos que el silenciamiento de Ac8 atenud
la fosforilacién y activacion de CREB.

Experimentos de SOCE con el FURA-2AM, corroboraron que tanto el
silenciamiento de Creb como de la Ac8 en I/R recobraba niveles de [Ca?*];
cercanos a los niveles en control frente al Ca®* que estaba aumentado en I/R.
Curiosamente, cuando silenciamos Creb observamos que la expresién de Orail y
TRPC5 disminuian. Este resultado sugirié que CREB podria estar involucrado en la
expresion de estos SOCC, abriendo paso a futuros experimentos de union al
promotor que confirmarian de manera mas fehaciente esta hipdtesis. Por otra
parte, como la activacién de CREB es dependiente de la entrada de Ca?
silenciamos Orail y Trpc5, y demostramos que la activacion de CREB se veia

afectada. Estos resultados sugirieron un posible mecanismo de retroalimentacion
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positiva en el que Orail y TRPC5 podrian ser responsables de la activacién de
CREB, mientras que éste ultimo podria participar en su expresién.

La relacion entre Orail y CREB Unicamente habia sido descrita con
anterioridad en células de musculo liso, pero no cardiaco (Konig et al., 2013;
Simo-Cheyou et al., 2017). En tejido miocardico, solamente se habia descrito la
interrelacién entre Orail-NFAT para IC (Cendula et al., 2019). Con respecto a los
TRPC, otros autores si habian descubierto que TRPC6 participaba en la activacién
de CREB a través de la entrada de Ca®* en la I/R cerebral (Lin et al., 2013). En
corazon, los datos que relacionan canales TRPC con patologia cardiaca
Unicamente sefialan NFAT como el principal responsable (Li et al., 2016; Eder,
2017; He et al., 2018).

Con respecto a los datos obtenidos de las muestras de pacientes con IC,
nosotros observamos un aumento de expresion tanto de la AC8 como de Orail.
Sin embargo, otros autores describieron que la expresion de Orail se reducia en
un 30 % en el miocardio defectuoso y que era especifica de género estando
presente sélo en los hombres y sin cambios en las mujeres (Cendula et al., 2019).
Nuestros datos no sélo no coinciden, sino que no muestran ninguna correlaciéon
por sexo. Bien es cierto que seria necesario incrementar el nimero de pacientes
para aumentar la rigurosidad de los datos. En el caso de la AC8 no hay estudios
en pacientes con IC pero si se describid recientemente que una sobrexpresion de
la AC8 en tejido cardiaco propiciaba la aparicion de disfuncién cardiaca
relacionada con la edad en ratones (Mougenot et al., 2019).

Conocer que la SOCE, con Orail como el principal protagonista, activa una
cadena de sefializacién a través de la estimulacion de la AC8 y el AMPc aguas
abajo activando CREB en tejido cardiaco ha sido un descubrimiento totalmente
nuevo en el campo. Ademas de proponer que el factor de transcripcion CREB
como responsable de la expresion de Orail y TRPC5, mientras que niveles bajos
de ambas proteinas afectarian la activacién de CREB. Todo ello cierra un lazo de
retroalimentacion positiva de un eje Orail-TRPC / AC8 / CREB / Orail-TRPC5 que
mantendria esos niveles altos y deletéreos de la [Ca?*]idurante la I/R.



CONCLUSIONES

CONCLUSIONES



CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1. La Ucn-2 mejora las fracciones de eyeccién y acortamiento, asi como la fibrosis
en el modelo animal de I/R pero no afecta a la hipertrofia cardiaca.

2. Los miRNAs, miR-29a, miR-103, miR-133, miR-339-5p, miR-423 1 y miR-
451 1*, previamente detectados en pacientes isquémicos sometidos a
angioplastia estan aumentados en el corazén del modelo animal de I/R.

3. La administracién de la Ucn-2 en modelo animal de rata previene el incremento
de los niveles de miR-29a, miR-103, miR-133, miR-339-5p, miR-423 1 y miR-
451 1*, 24 h después de I/R.

4. La sobrexpresion del miR-29a inhibe los cambios de expresién de los genes
apoptoticos Apaf-1, Hmox-1 y Aifm-1, al igual que de los genes fibréticos Col-l'y
Col-ll, en condicién de I/R en NRVM.

5. En el modelo animal de I/R confirmamos que los genes apoptoéticos Apaf-1,
Aifm-1 y el gen anti-apoptdtico Hmox-1 se encuentran aumentados a las 24 h
post-I/R y disminuidos a la semana.

6. La Ucn-2 aumenta los niveles de estos genes a las 24h en la zona de riesgo,
pero no ala semana o en la zona remota al dafio, posiblemente como mecanismo
de defensa que apuesta por una muerte controlada frente a una muerte mas
dafiina por necrosis.

7. Hmox-1 presenta una correlacion negativa con los pacientes que presentan IC,
indicando que a peores FEVI mas expresion del gen postuldndose como un
mecanismo de defensa en pacientes mas comprometidos.

8. Los canales Oraily TRPCS participan en SOCE y se encuentran sobrexpresados
en el modelo in vivo e in vitro de rata de I/R. Por primera vez se describe la
interaccidn de estos canales durante I/R.

9 La Ucn-2 disminuye la expresion e interaccion de Orail y TRPC5, bajando la
respuesta exacerbada de SOCE durante la I/R.
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10. La ACS8 estd elevada en el modelo de I/R asi como los niveles de AMPc 2 min
post-I/R. En consecuencia, ese AMPc activa p-CREB, exponiendo una activacion
de CREB dependiente de AC8.

11. La activacién del factor de transcripcién CREB podria desencadenar la
expresion de los canales Orail y TRPC5, quedando pendiente la realizacién de
experimentos de unién a promotor.

12. Por Ultimo, se describe un ciclo de retroalimentacién positiva donde la
disminucién de la entrada de Ca?* por el silenciamiento de Oraily Trpc5 afecta a
la activacion de CREB.

13. Por primera vez se describe en modelo de I/R cardiaca la via de sefializacion:
Orail-TRPC5/ AC8 / AMPc / pCREB / Orail-TRPC5. Como perspectivas futuras nos
gustaria comprobar el papel que podria desempefiar la Ucn-2 en esta ruta.

La urocortina podria ser utilizada en clinica humana como tratamiento
cardioprotector para prevenir el remodelado ventricular adverso en el sindrome
de isquemia por reperfusiéon inducido por la angioplastia tras el infarto agudo de
miocardio. Para ello proponemos el disefio de un ensayo clinico.
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1. Ucn-2 improves ejection and shortening fractions, as well as fibrosis without
affecting cardiac hypertrophy in I/R animal model.

2. The miRNAs, miR-29a, miR-103, miR-133, miR-339-5p, miR-423_1 and miR-
451 1 *, previously detected in ischemic patients who undergoing angioplasty
are increased in the heart of I/R animal model.

3. The administration of Ucn-2 in I/R animal model prevents the increase of miR-
29a, miR-103, miR-133, miR-339-5p, miR-423_1 and miR-451_1 * after 24 h.

4. The overexpression of miR-29a inhibits changes of apoptotic genes as Apaf-1,
Hmox-1 and Aifm-1, as well as fibrotic genes as Col-l and Col-lll, in NRVM
submitted to I/R.

5. We confirm that the pro-apoptotic genes Apaf-1, Aifm-1 and the anti-apoptotic
gene Hmox-1 are increased at 24 h post-I/R and decreased at 1 week in I/R animal
model.

6. On the one hand Ucn-2 increases the levels of these genes 24 h post-I/R in the
risk zone, but in the other it does not affect these genes at 1 week in the risk zone
or the remote zone at any time. This fact could be a response to damage, which
pretends to control the cell death with apoptosis avoiding necrosis.

7. Hmox-1 presents a negative correlation between left ventricle ejection fraction
and its expression. As Hmox-1 seems to be a protective gene, this discovery could
offered a defense mechanism in compromised heart failure patients.

7. Orail and TRPCS channels participate in SOCE and are overexpressed in the in
vivo and in vitro model of I/R. For the first time, we describe the interaction of
these channels in I/R pathology.

8. Ucn-2 decreases the expression and interaction of Orail and TRPC5,
attenuating the exacerbated response of SOCE during I/R.
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9. AC8 is overexpressed in I/R animal model as well as cAMP levels 2 min after
reperfusion. As consequence, the cAMP activates CREB, showing an AC8-
dependent activation.

10. The activation of the transcription factor, CREB, could trigger the expression
of the Orail and TRPC5 channels. Promotor-binding experiments are needed to
further information.

12. Finally, a positive feedback loop is described where the decrease in Ca?* due
to the silencing of Orail and Trpc5, could affect CREB's activation.

13. For the first time, we describe: Orail-TRPC5 / AC8 / cAMP / pCREB / Orail-
TRPCS signaling pathway in I/R syndrome. As future perspectives, we would like
to see the role that could play here the Ucn-2.

Urocortin could be used in human clinics as a cardioprotective treatment to
prevent adverse ventricular remodeling in ischemic reperfusion syndrome
induced by angioplasty after acute myocardial infarction. Taking everything into
account, we propose the design of a clinical trial.
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