


A. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares siguen siendo la principal causa de morbi-
mortalidad en los paises desarrollados (Figura Al). Todo el arsenal farmacolégico con
gue se cuenta en la actualidad sélo ha conseguido retrasar la edad de aparicion de
eventos cardiovasculares, pero en conjunto no se ha conseguido disminuir la
prevalencia de dichos eventos (Fuster, 2005). Mas bien al contrario, segin los datos
del ultimo informe de la Organizacién Mundial para la Salud (OMS) las enfermedades

cardiovasculares han aumentado en el periodo de los afios 2000-2012 (Figura A1l).
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Figura Al. Principales causas de muerte en el mundo en la actualidad y su evolucidn en los ultimos 12 afios.
Fuente: Organizacién Mundial para la Salud (2012).

Entre las enfermedades cardiovasculares mas importantes la insuficiencia
cardiaca es una enfermedad progresiva que incluso con el mejor tratamiento actual
provoca una alta mortalidad y morbilidad. Alrededor del 50% de los pacientes
diagnosticados de insuficiencia cardiaca han fallecido a los 5 afios del diagndstico
(Sayago-Silva, 2013). La insuficiencia cardiaca supone el 2,5% del gasto total del
Sistema Nacional de Salud, y es la primera causa de hospitalizacién en mayores de 65
afios, lo que supone el 3% del total (Christopher, 2014). Por ello y debido sobre todo al
envejecimiento de la poblacién, actualmente el nimero de muertes por insuficiencia

cardiaca esta aumentando (Banegas, 2006).

La causa principal de insuficiencia cardiaca es la cardiopatia isquémica, que

ronda alrededor del 75% de todos los casos de insuficiencia cardiaca segun el estudio



de Framingham, y particularmente el infarto agudo de miocardio (IAM), que
representa la primera causa de muerte en el mundo occidental. Ademas es la primera
causa de pérdida de vida ajustada por discapacidad debido precisamente a la
consecuente aparicion de insuficiencia cardiaca (Townsend, 2012). Segun se recoge en
el Plan Integral de Cardiopatias de Andalucia, en el afio 2000, las afecciones coronarias
fueron responsables del 35% del total de defunciones (40% en mujeres y 30% en

hombres).

El IAM ocurre por la obstruccién de una arteria coronaria que bloguea el flujo
sanguineo generando dafo tisular en una parte del corazdn. En los pacientes que
sufren un IAM con elevacion del segmento ST (STEMI), el principal objetivo terapéutico
es restaurar el flujo coronario tan pronto como sea posible; la pronta y exitosa
reperfusion miocardica gracias al uso de tratamiento trombolitico o la intervencién
coronaria percutdnea mediante angioplastia es la estrategia mas eficaz para reducir el
tamafo del infarto de miocardio y con ello mejorar el resultado clinico en su fase
aguda (Patrick, 2013). Especialmente, la angioplastia primaria ha provocado un gran
impacto en la historia natural de la cardiopatia isquémica, disminuyendo
significativamente la mortalidad precoz y aumentando la supervivencia tras un STEMI.
En la figura A2 puede verse una coronografia antes y después de realizarse una
angioplastia primaria para restablecer el flujo sanguineo coronario en un paciente con
un infarto agudo con bloqueo total del flujo sanguineo en la arteria coronaria

descendente anterior izquierda.

Figura A2. Imagenes de una angiografia coronaria en la unidad de hemodinamica del Hospital Virgen del Rocio de
Sevilla. A) Se muestra el bloqueo al flujo sanguineo en la arteria descendente anterior izquierda y B) el
restablecimiento de la circulacidn sanguinea tras la intervencién percutanea.



Sin embargo, a pesar del éxito en las terapias de reperfusién y la mejora en la
supervivencia a corto plazo, la cardiopatia isquémica sigue siendo la principal causa de
remodelado ventricular adverso a largo plazo, lo que da lugar a la apariciéon de
insuficiencia cardiaca. Incluso con la mejor terapia de reperfusion, entre un 20% y un
30% de los pacientes tratados exitosamente sufren un remodelado adverso del
ventriculo. La consecuencia de este remodelado adverso es la aparicion de
insuficiencia cardiaca y el incremento en 10 veces de la mortalidad de estos pacientes
(Bolognese, 2002). Por tanto los resultados a largo plazo de las nuevas terapias de
reperfusion han sido mucho menos espectaculares de lo que se esperaba (Halkin,

2005).

El elemento fisiopatoldgico clave en el desarrollo de la insuficiencia cardiaca
tras un STEMI es el remodelado adverso del ventriculo, y aun a dia de hoy las causas
gue explican la aparicion de remodelado ventricular adverso tras un IAM, incluso

siendo tratados exitosamente, siguen sin estar resueltas (Savoye, 2006).
A.1. Isquemia-Reperfusion en la cardiopatia isquémica.

El restablecimiento del flujo sanguineo, o reperfusion, es la manera mas eficaz
de disminuir el dafio miocardico isquémico, limitando la extensidon de la necrosis y
mejorando la supervivencia de los cardiomiocitos. Sin embargo es bien conocido que
existe un efecto desfavorable inducido por la propia reperfusion de las células
isquémicas. De hecho una parte de la muerte celular se precipita, paraddjicamente,
por la propia restauracion del flujo (Piper, 1998). Este fendmeno es conocido como

sindrome de Isquemia/Reperfusion (I/R).

Los dafos por reperfusion se explican al restablecerse la circulacién en un
escenario previamente isquémico donde se han acumulado una serie de dafos. La
posterior llegada de sangre oxigenada a las células previamente isquémicas produce la
reactivacién del metabolismo celular en unas condiciones no optimas de Ia
mitocondria, lo que da lugar a la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS). A
esto hay que sumar la alteracion de la homeostasis idnica de los cardiomiocitos cuyo
principal problema es la acumulacién de Ca** intracelular. Esto da lugar a nuevos dafios

estructurales a 3 niveles: i) activacidon de proteasas dependientes de Ca** que producen



una protedlisis generalizada de la maquinaria contractil celular, ii) degradacion de
lipidos de membrana que conlleva una mayor fragilidad celular y iii) dafio mitocondrial
que conduce a la apertura del poro de transicién mitocondrial (PTM) y muerte celular

(Hori, 2009).

El dafo letal por reperfusidn es capaz de producir la muerte de células que sélo
fueron dafadas de forma reversible durante el periodo isquémico previo.
Evidentemente las alteraciones celulares que tienen lugar durante la isquemia son el
principio de un dafio que después de la reperfusion van a llevar a la muerte celular,

pero que por si solos no serian causa definitiva.
A.1.1. Dafos agudos producidos en el miocardio por isquemia/reperfusion.
A.1.1.1. Importancia de la homeostasis del calcio.

La regulacidn de los niveles de Ca** intracelular es un proceso clave para los
cardiomiocitos. El Ca** es un importante transductor de sefiales en cualquier tipo
celular, pero en los cardiomiocitos es ademas el responsable directo de la contraccion
ritmica del musculo cardiaco. Los cardiomiocitos necesitan incrementar los niveles de
Ca’* citosdlico durante un periodo breve de tiempo (sistole), y a continuacién volver a
recaptar todo ese Ca’* rapidamente para volver a una situacidon de reposo (diastole)
necesaria para que pueda producirse la siguiente contraccién (Figura A3). Esta
compleja regulacién de los flujos de Ca*" a través del reticulo sarcopldsmico y de la
membrana plasmatica son procesos muy costosos energéticamente y se ven afectados
durante una situacion de isquemia donde los niveles de ATP bajan drasticamente al no
funcionar la cadena respiratoria mitocondrial. Tras la reperfusién el problema se
2+

agrava considerablemente al perderse la capacidad de regular los niveles de Ca

citosodlico (Siegmund 1992).

El tejido miocardico tiene una alta demanda metabdlica, necesita una gran
cantidad de energia para mantener su actividad contractil y el funcionamiento de sus
bombas idnicas. Es un tejido funcionalmente aerdbico que depende casi por completo
de la oxidacidn de sustratos para la obtenciéon de energia, por tanto en una situacién

de isquemia la ausencia de O, disponible hace que la produccién de fosfatos de alta



energia disminuya drasticamente. El balance energético se hace muy desfavorable, y el
tejido en un corto periodo de tiempo va agotando las reservas de ATP, acumulando
ADP y Pi. De modo compensatorio la célula inicia una glucolisis anaerdbica que
sintetiza algo de ATP a costa de acumular lactato y protones, dando lugar a una
acidificacion del pH intracelular en pocos minutos (Neely, 1984). La consecuencia de
esta acidificacién es la activacién de intercambiadores de Na*/H" que van retirando
protones a cambio de aumentar la concentracién de Na® citosélico, lo que entre otros
efectos provoca la pérdida del gradiente de Na® transmembrana resultando critico
para la actividad del intercambiador Na‘/Ca** (NCX) (Pike, 1993). Por su parte, el
intercambiador Na*/Ca® juega un papel fundamental en la homeostasis del Ca**, ya que
es la via principal de extrusién del Ca®* intracelular en condiciones fisioldgicas
normales. Sin embargo, durante una isquemia la despolarizacién progresiva de la
membrana y la sobrecarga de Na* citosélico provocan un funcionamiento continuo de
la bomba en forma reversa, produciendo una entrada neta de Ca’* al citoplasma. A
esto hay que sumar la inhibicién de las ATPasas de Ca** de la membrana plasmatica y
del reticulo por falta de ATP, lo que lleva a un aumento prolongado de la

2+

concentracion de Ca™ intracelular (Steenbergen, 1987).

h S_arcgle_mma
Nayq s

EOE= Y

@.&z, |RYR2) €33 SERCA23' CaZ >(Ca?*

k9
I Repolarization

Cav1'.2 l H P
f G

Q)
Q
N
+
N Lfv

T-tubule - — | §
| @ontractioi]

Figura A3. Acoplamiento excitacidn-contraccion en cardiomiocitos y mecanismos de manejo de Ca%*. Fuente: Min
Luo, Circulation Research Image Gallery.




Posteriormente, cuando se produce la reperfusién sanguinea las células
vuelven a disponer de oxigeno, volviendo a restablecerse la sintesis de ATP. Las
concentraciones de ATP pueden tardar en volver a sus niveles normales, pero la
disponibilidad energética se recupera a los pocos minutos de disponer de oxigeno. Sin
embargo las mitocondrias que han sido dafiadas tienen alterado el proceso oxidativo,

dando lugar a mas radicales libres de oxigeno (RLO) de lo normal (Siegmund, 1990).

La acidosis producida en isquemia se revierte de forma rdpida gracias al lavado
extracelular de protones, y la vuelta a la actividad del intercambiador Na*/H" y del
transportador Na®/HCOs3". Si la isquemia ha sido breve la concentracién de Na*
intracelular puede normalizarse con la actividad del la ATPasa Na*/K". Sin embargo, en
una isquemia prolongada la concentracion de Na+ permanece alterada durante mucho
tiempo debido también a la actividad del cotransportador Na’/HCOs; vy del
intercambiador Na®/H* que siguen introduciendo Na® para poder restablecer el pH

(Bersohn, 1995).

Las células que sufren durante mucho tiempo la sobrecarga de Ca**
citoplasmatico mantienen de forma sostenida una alta actividad contractil, lo que
provoca dafios en las estructuras sarcoméricas y el citoesqueleto, produciéndose un
acortamiento irreversible de la célula que desembocara en la muerte celular (Piper,

1998).
A.1.1.2. Alteraciones enzimaticas y fragilidad celular

El proceso de I/R también produce alteraciones en la composicion lipidica de la
membrana plasmadtica, degradacion de proteinas de membrana y pérdida de uniones
entre la membrana y el citoesqueleto, lo que resulta en un aumento de la fragilidad
celular (Ganote, 1988). Dicha fragilidad hace que las células soporten una menor
sobrecarga mecanica. La alta concentracién de Ca* intracelular, ademas de provocar la
hipercontractura, activa fosfolipasas dependientes de Ca**. La hidrdlisis de fosfolipidos
y la accidn de los lisofosfolipidos producidos son los responsables en mayor medida de
los cambios de composicidn en la membrana plasmatica de las células sometidas a
isquemia, y de la alteracién de las propiedades fisicas de la membrana como

consecuencia de la alteracién de proteinas estructurales, canales, etc (Cummings,



2000). Un ejemplo son las calpainas, unas proteasas dependientes de Ca?* que debido
a la sobrecarga de Ca® citoplasmatico sufren una alteracion de su actividad. La
actividad de las calpainas es dependiente del pH, de manera que durante la
reperfusion y el restablecimiento de un pH neutro contribuyen negativamente en la
fragilidad celular, produciendo la proteolisis de proteinas que mantienen la integridad

de la membrana, miofilamentos, y canales idnicos (Inserte, 2005).
A.1.1.3. Alteraciones mitocondriales

La reactivacién de la respiracion mitocondrial tras la reperfusion es
fundamental para la recuperacién celular. Sin embargo la propia actividad de la
mitocondria ademads de producir gran cantidad de RLO, contribuye a la alteracién de
los niveles de Ca®" intracelular y al desencadenamiento de procesos apoptdticos. Estos
RLO tienen efectos directos sobre componentes de la cadena respiratoria, afectando a
la sintesis de ATP y alterando también la permeabilidad de la membrana mitocondrial

(Halestrap, 1998).

En la reperfusion la restauracion del potencial de membrana mitocondrial hace
que la mitocondria capture Ca®* citoplasmético contribuyendo a la normalizacion de su
concentracion intracelular. Sin embargo la sobrecarga de Ca?* en la mitocondria puede
llevar a la apertura del PTM (Griffiths, 1993). El PTM es un canal inespecifico de
difusién de moléculas que en condiciones fisioldgicas ayuda a modular los cambios de
Ca’*intracelular. Sin embargo una apertura descontrolada da lugar a la despolarizacion
de la mitocondria, pérdida del gradiente de H*, cese de la sintesis de ATP, y liberacidn
del Ca** mitocondrial al citosol. Cuando esto ocurre en buena parte de las

mitocondrias se produce la muerte de la célula por necrosis.
A.1.2. Mecanismos de muerte celular después de isquemia/reperfusion

Hasta hace relativamente poco tiempo se pensaba que tras un proceso de I/R la
necrosis era el Unico mecanismo de muerte celular de los cardiomiocitos. La necrosis
es la muerte producida por una grave alteracion de la homeostasis celular. Se

caracteriza por una fragmentacion descontrolada del DNA, desorganizacion de los



organulos celulares, rotura de la membrana plasmatica y liberacién al exterior del

contenido intracelular, lo que desencadena una respuesta inflamatoria.

Sin embargo actualmente estd bastante bien establecido que si bien en los
primeros minutos de isquemia se produce una muerte de cardiomiocitos por necrosis,
la reperfusidon desencadena posteriormente otro tipo de muerte celular que ocurre de
una forma mucho mas controlada; se produce muerte celular por apoptosis. La
apoptosis es un proceso de muerte celular programado, que tiene lugar de una
manera controlada, y que depende del balance entre la expresién de genes pro- y anti-
apoptoticos (Saraste, 2000). Se caracteriza por un encogimiento de la célula y su
nucleo, una condensacién de la cromatina y su posterior fragmentacion, y la formacién
de cuerpos apoptdticos que van a dar lugar a una rapida fagocitosis por macréfagos o
células del parénquima, de modo no se produce respuesta inflamatoria tan severa. El
entrar o no en fase apoptdtica se produce por la suma de factores tanto externos
como internos, y dado que es un proceso programado puede llegar a ser un proceso
reversible si se dan las sefiales adecuadas. El hecho que determina la entrada en
apoptosis es la produccién de determinadas proteinas, principalmente de la familia de
las caspasas, que llevaran a cabo los procesos de degradacion del DNA, y degradacion

proteolitica en cuerpos apoptoticos.

Por otra parte aunque una isquemia severa provoca la muerte inevitable de los
cardiomiocitos, parece que la muerte por necrosis ocurre relativamente tarde tras la
isquemia. Los cardiomiocitos que mueren en los primeros minutos de la reperfusion
muestran rotura de la membrana plasmatica y liberacidon enzimatica, y esta asociada a
la hipercontractura provocada por la alta concentracién de Ca** intracelular, dando un
patron histolégico caracteristico llamado necrosis en bandas de contraccidon (Ganote,
1983). El resto de cardiomiocitos que mueren de forma tardia, incluso horas después
de la reperfusion lo hacen por necrosis o por apoptosis (Garcia-Dorado, 1992). Estos
procesos apoptéticos pueden deberse a la toxicidad asociada a la respuesta
inflamatoria tras la reperfusion, pero también pueden ser el resultado final de

procesos iniciados en el periodo de isquemia (Bartling, 1998).



Numerosos estudios han demostrado la coexistencia de muerte por necrosis y
apoptosis en la I/R (Gottlieb, 1994). Sin embargo la contribucidon de la apoptosis al
dafio por I/R es controvertida. Se ha sugerido que la apoptosis es poco importante en
el tamanfio final del infarto, sin embargo la inhibicidon de las caspasas ha disminuido el
dafio por I/R (Yaoita, 2000). Ademas la sobreexpresion de la proteina inductora de
apoptosis Caspasa-3 provocd un aumento en el tamafio del infarto en un modelo de
ratén (Condorelli, 2001), mientras que la del gen anti-apoptdtico Bcl2 produjo el

resultado contrario (Chen, 2001).

Por otras parte el proceso de apoptosis puede jugar un papel importante a
largo plazo en el remodelado ventricular adverso y en la progresién hacia insuficiencia

cardiaca (Anversa, 1998).

A.2. Remodelado ventricular adverso post-infarto.

El remodelado ventricular adverso post-infarto se define como el conjunto de
alteraciones moleculares y estructurales en la arquitectura y geometria ventricular que
comprometen tanto a la zona infartada como a la zona no infartada, y que conducen a
una alteracién de la funcidon ventricular que tiene como consecuencia clinica la

aparicion de insuficiencia cardiaca.

Early inflammatory stage Late remodeling stage End-stage
(0-3 days) (~7 days)

dilated cardiomyopathy

Figura A4. Proceso de remodelado ventricular adverso después de un IAM. Fuente: Xiaoxiang Y, 2012.

De forma simplificada, la contribucién de los dafos por reperfusiéon en la
aparicion de remodelado ventricular adverso ocurren cuando en un IAM, la falta de

oxigeno y la produccién posterior de ROS durante la reperfusion causan la muerte de
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cardiomiocitos por apoptosis y necrosis. Posteriormente, los fibroblastos cardiacos se
infiltran en el tejido dafiado reemplazando las células muertas y realizando una
deposicién de matriz extracelular para cicatrizar el tejido dafiado. Este fendmeno de
fibrosis tiene como consecuencia un aumento de la tensién del tejido, y disminucién
de la contractilidad, que en ultimo término y segun los casos, da lugar a la aparicién de

insuficiencia cardiaca (Bluemke, 2011).

Sin embargo este mecanismo explica solo en parte la aparicién de remodelado
adverso. Se ha demostrado que la extensién y severidad de la disfuncidon contractil en
la zona adyacente al infarto es una caracteristica fisiopatoldgica claramente asociada al
proceso de remodelado adverso en humanos y modelos animales (Wenk, 2012). Dicha
pérdida de contractilidad ha sido también descrita en zonas remotas al infarto, de
hecho los mismos procesos celulares que provocan remodelado, como son la
apoptosis de cardiomiocitos o la fibrosis, ocurren también en la zona remota al infarto
(Prescimone, 2013). Sin embargo a dia de hoy siguen sin conocerse los mecanismos
moleculares por los que se desencadenan estos procesos en una zona que no habia

sido afectada por el infarto.

El remodelado adverso es un mecanismo multifactorial que implica procesos
celulares de muerte celular, inflamacién, fibrosis, etc, desencadenados en ultima
instancia por cambios en los programas transcripcionales de las células cardiacas que

ocurren tras la revascularizacidn primaria después de un STEMI.

Entre las respuestas adaptativas del miocardio al estrés mecdnico en un intento
para adaptarse a la elevaciéon en la tension de la pared y mantener el gasto se
encuentran la hipertrofia de los cardiomiocitos, la liberacién de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6, TNF-a, IL 1-B) y los cambios en la composicidn y distribucion de los
componentes de la matriz extracelular: coldgeno, metaloproteinasas matriciales y
péptidos inhibidores del recambio matricial (Okada, 2010). Estos son procesos
compensatorios de respuesta al daino miocardico pero que a largo plazo pueden
conducir a un proceso de fibrosis que genere una disfuncién ventricular propia del

remodelado adverso y que en ultimo término lleva a la insuficiencia cardiaca.
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Cuando hablamos de remodelado adverso nos referimos a dafios por I/R que
ocurren a largo plazo, y donde participan de manera importante cambios de expresion
génica de las células cardiacas. Esto ocurre como hemos visto anteriormente en el
proceso de apoptosis en los cardiomiocitos sometidos a I/R, pero también en las
alteraciones de la matriz de coldgeno extracelular que dard lugar a la fibrosis e
hipertrofia cardiaca y que se deben a cambios de expresion génica en fibroblastos y
cardiomiocitos, y que a nivel de érgano daran lugar al llamado remodelado ventricular

y una disminucién en la contractilidad del drea no infartada (McKay, 1986).

A.3. Proteccion cardiaca frente al daino por I/R.

A pesar del considerable progreso en el campo de la proteccién miocdrdica,
sigue habiendo un alto riesgo de que los pacientes tengan complicaciones asociadas a
la reperfusién (Verma, 2002), por tanto determinadas actuaciones en el momento de
la reperfusion pueden mejorar la supervivencia celular y funcional del miocardio

(Piper, 2004).

Frente a todos los procesos de dafio celular que tienen lugar durante la
isqguemia, en el miocardio se generan de forma natural una serie de mecanismos
protectores que tratan de evitar la muerte celular. Varios de estos mecanismos se
describieron a consecuencia del precondicionamiento isquémico descrito por C.E.
Murray en 1986. Hablamos de “una respuesta rdpida y adaptativa a una isquemia
breve que disminuye la tasa de muerte celular durante un periodo posterior de
isquemia prolongada”. La induccién de breves periodos de isquemia previa reducia el
tamafio de la necrosis ocasionada por una isquemia posterior mas prolongada. En el
precondicionamiento las propias células cardiacas disparan mecanismos fisolégicos
para corregir una situacion de isquemia, que de forma natural las prepara para
soportar mejor un evento isquémico posterior. El primer efecto protector y mads
evidente es la reduccién del tamafio del infarto, o area de necrosis (Schott, 1990;
Yellon, 1992). Sin embargo, la proteccidn miocardica subyacente va mucho mas alla. Se
ha descrito la disminucidn de las arritmias inducidas por la reperfusién que sigue a la

isquemia (Shiki, 1987), una mejora de la funcién contractil post-isquémica en

12



corazones aislados (Lawson, 1993), y a nivel metabdlico se encuentra una menor

acidosis intracelular, y un menor consumo de ATP (Albuquerque, 1995).

El efecto protector ocurre a corto plazo mediante la liberaciéon de sustancias
como la adenosina, bradikinina, noradrenalina, y opioides (Van Wylen, 1990), que
generalmente convergen en la activacion de la proteina kinasa C (PKC), y una serie de
proteinas como los canales de potasio dependiente de ATP (KATP) en la mitocondria,
qgue llevan a cabo una proteccién temprana al modular la sobrecarga mitocondrial de
Ca’" (Ely, 1985). Posteriormente a mas largo plazo se produce una transduccién de
sefiales a través de la fosforilacion de factores de transcripcidon que concluye en la
induccién de genes como las proteinas de choque térmico HSP70, HSP90, enzimas

antioxidantes, y la enzima oxido nitrico sintasa inducible (Yellon, 1998).

El estudio del precondicionamiento a nivel molecular ha servido de guia para
obtener dianas terapéuticas para la proteccion farmacoldgica frente al IAM. Por
ejemplo se ha conseguido proteccién miocardica con Dilazep y Draflazine, inhibidores
del transporte de nucleosidos; y con Acadesine, un regulador de la adenosina que

mantiene elevada su concentracion local (Van Belle, 1993; Mullane, 1993).

Una de las moléculas liberadas en el corazén ante un proceso de isquemia es la
urocortina, un péptido que actla a través del receptor CRFR2 en el propio corazéon y
que tiene efecto cardioprotector (Chanalaris, 2003). El grupo de Investigacion de
Fisiopatologia Cardiovascular del IBIS viene estudiando desde hace unos afios como

potenciar los mecanismos de proteccidon enddégena mediante urocortina.
A.4. Proteccion cardiaca mediante Urocortina.

A.4.1. Sintesis y distribucién de Urocortina.

El término urocortina (Ucn) es usado comunmente para un conjunto de
péptidos que incluyen Ucn 1, Ucn 2 y Ucn 3. La Ucn es un péptido de unos 40
aminodcidos directamente relacionado con el factor liberador de corticotropina (CRF),
gue fue descubierto en 1981 (Vale, 1981). La Ucn estd conservada evolutivamente y la

Ucn 1 humana tiene una homologia del 95% con la secuencia de rata (Donaldson,

13



1996). Por su parte Ucn2 y Ucn3 presentan menos homologia con los otros miembros

de la familia CRF (18-32%) (Lewis, 2001 y Reyes, 2001).

En humanos, la Ucn 1 estd presente en el cerebro, placenta, tracto
gastrointestinal, tejido sinovial, linfocitos, tejido adiposo, células endoteliales y
corazén (Lino, 1999; Nishikimi, 2000; Kimura, 2002). La Ucn 2 se expresa
mayoritariamente en el corazdn, y también en dreas concretas del sistema nervioso
central, piel de ratéon y musculo esquelético (Chen, 2004). La Ucn 3 estd también
presente en las auriculas y ventriculos del corazén, pero los niveles mas altos se han

encontrado en regiones de la pituitaria y del hipotdlamo (Lewis, 2001).

En humanos sanos y en aquellos con una insuficiencia cardiaca estable, la vida
media de la Ucn 1 es de unos 50 minutos, mientras que la de Ucn 2y 3 es mas corta y

con una accion y efecto inicial mas rapido (Davis, 2004; Davis, 2007).

La Ucn realiza su funcion fisioldgica mediante la activacion paracrina o
autocrina de receptores de CRF (CRF-R) expresados en la membrana celular de las
células diana. Los CRF-R son proteinas de membrana pertenecientes a la familia de
receptores acoplados a proteina G con 7 dominios transmembrana (GPCRs). Existen
dos familias de receptores de CRF: CRF-R1 y CRF-R2, aunque la Ucn se une a CRF-R2
con 40 veces mas afinidad que a CRF-R1 (Lovenberg, 1995).

CRF-R1 se expresa amplia y predominantemente en la pituitaria y cerebro de
mamiferos, y esta poco presente en una gran variedad de tejidos periféricos (Van Pett,
2000). Sin embargo, CRF-R2 que se expresa de forma discreta en el cerebro, esta
altamente expresado en tejidos periféricos como el musculo cardiaco, liso vy
esquelético. CRF-R2 tiene patrones de splicing Unicos y propiedades farmacolégicas
notablemente distintas, que probablemente reflejan sus distintas funciones bioldgicas,
entre otras su alta afinidad a Ucn (Perrin, 1995). De hecho esta interaccion ha sido
descrita en todo el sistema cardiovascular: células endoteliales, células de musculo

liso, fibroblastos y cardiomiocitos (Wiley 2004).
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A.4.2. Efectos vasculares de Ucn.

La Ucn se une con gran afinidad a CRF-R2 e induce la relajaciéon de los vasos
sanguineos tanto in vivo como in vitro, dando lugar a una disminucion de la presién
sanguinea arterial media. En ratones carentes de CRF-R2, la presién sanguinea basal,
ademas de la resistencia vascular sistémica, estan elevadas (Bale, 2004). El tratamiento
de ratas hipertensas con Ucn a largo plazo disminuye la presidon sanguinea sistélica y
previene el remodelado arterial mesentérico (Chen, 2009). Estos hallazgos sugieren

gue la Ucn es un regulador enddgeno de la presién y flujo sanguineo.
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Figura A5. Sefalizacion de Ucn a nivel vascular sobre las células de musculo liso y las células endoteliales.
Fuente: Diaz |,2012
Como se resume en la figura A5 se ha descrito que la vasodilatacion inducida
por Ucn tiene tanto un componente dependiente de endotelio que parece estar
mediado, al menos en parte, por o6xido nitrico (Huang, 2002), como por otro
componente independiente de endotelio (Schilling 1998), el cual ocurre a través de
células del musculo liso e implica diferentes vias de sefializacién. Este efecto de Ucn

parece ocurrir a través de la cascada de sefalizacion de PKA (cAMP/proteina kinasa A)
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y la modulacién del Ca®* intracelular. La activacién de PKA se asocid a la apertura de
canales de K+ y la hiperpolarizacion del potencial de membrana, induciendo un
descenso de la [Ca*']i y la consecuente relajacién (LubomiRov, 2001; Huang, 2003).
Recientemente, hemos demostrado en arteria coronaria humana que el efecto
independiente de endotelio de la Ucn esta relacionado con el cAMP vy la activacién de
PKA (Smani, 2011), y con la inhibicién tanto de la iPLA2 (fosfolipasa A2 independiente
de Ca®) como de la entrada de Ca®* regulada por reservorios (SOCE) en arteria

coronaria de rata (Smani, 2007).
A.4.3. Efectos de urocortina sobre el miocardio.

Existen varios tipos celulares en el corazén que expresan tanto Ucn como CRF-
R2. Dado que las isoformas de Ucn tienen una concentracién plasmatica alta, es
razonable pensar que la Ucn actua principalmente como las hormonas sintetizadas
sistematicamente que pueden influir sobre la funcién cardiaca. Sin embargo, la Ucn
también tiene efectos cardiacos a través del sistema nervioso parasimpatico como
sugirio Rademaker (2006), en cuyo trabajo indicaron que Ucn ejerce sus efectos a
través del eje hipotaldmico-pituitario-adrenal directamente sobre la funcion cardiaca.
De hecho la aplicacion de Ucn3 directamente en el cerebro fue capaz de modular el
gasto cardiaco a través de la médula adrenal (Chu, 2004). Pero por otro lado Ucnl
incremento el gasto, la frecuencia y la contractilidad cardiaca sin accidn del sistema

nervioso en ovejas conscientes (Parkes, 1997).

Diferentes trabajos también han demostrado potentes efectos de la Ucn en
corazones perfundidos ex vivo en Langendorff y/o en cardiomiocitos ventriculares
aislados (Yang, 2006; Calderén-Sanchez, 2009). Ademas, y sobre todo, hay datos que
indican que la Ucn puede ser también producida directamente en el corazén por las
células cardiacas ante un dafio por I/R, lo que sugiere una accion autocrina de la Ucn

sobre los cardiomiocitos (Knight, 2008).

Esta bien aceptado que Ucn tiene un potente efecto inotrdpico y lusitrépico en
el corazén. La Ucn actla a través de CRF-R2 para estimular la actividad de PKA (Yang,
2006 y 2011). Sin embargo, a diferencia de los cardiomiocitos de conejos y ratones,

esta mayor actividad de PKA no parece ser la base de los efectos inotrdpicos y
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lusitrépicos en cardiomiocitos de rata. Recientemente nuestro grupo ha publicado un
mecanismo alternativo en cardiomiocitos ventriculares de rata donde se demuestra
gue los efectos agudos de Ucn implican un nuevo efector relacionado con cAMP
llamado Epac (proteina de intercambio activada por cAMP). El incremento de la
actividad de PKA por Ucn no desencadena efectos inotrépico y lusitrépico positivos,
mientras que la inhibicién de Epac previene los efectos de Ucn. Ademas de Epac, las
vias de sefalizacién de PKC (protein kinasa C) y de las MAPK (protein kinasa activada
por mitégenos) también contribuyen a la accién inotrépica positiva de Ucn. Por otra
parte, el efecto inotrépico provocado por Ucn se relaciona con una mejora importante
en el manejo del Ca®* intracelular (Calderén-Sanchez, 2009). La Ucn incrementa la
amplitud de la corriente de Ca®* tipo L (Ical) tanto en cardiomiocitos de rata como de
conejo, asi como los transientes de [Ca®li de cardiomiocitos estimulados
eléctricamente, y por Ultimo aumenta el contenido de Ca®* del reticulo sarcopldsmco

(Smani, 2010).
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Figura A6. Efectos inotrdpicos de Ucn sobre los cardiomiocitos. Fuente: Diaz I, 2012

En conjunto, segln se detalla en la figura A6, Ucn actia mediante multiples vias
de sefalizacidn, incluyendo cAMP/PKA, Epac, PKC, MAPK y CaMKIl, para promover los

efectos inotrdpicos y lusitrépicos en cardiomiocitos.
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A.4.4. Urocortina en proteccidn cardiaca.

La aplicacién de Ucn durante los primeros minutos después de un infarto
reduce la muerte celular necrética y apoptética en corazones de rata aislados,
previene parcialmente el vaciado de los reservorios de energia celular y mejora la
funcion ventricular (Scarabelli , 2002). Ucn también promueve cardioproteccion frente
a I/R en corazones de rata perfundidos de forma aislada (Lawrence 2003).
Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la aplicacién de Ucn en el comienzo
de la reperfusidon recupera totalmente la contractilidad del corazén, ademds de
mejorar rapidamente el manejo del Ca** intracelular. Ucn induce una completa
recuperacién de la amplitud de los transientes de Ca®’, y una recuperacion a niveles
normales de la concentracién del Ca®* diastdlico, debido a la mejora de la actividad del

intercambiador Na*/ Ca®* (NCX) (Calderén-Sanchez, 2011).

Varios estudios del grupo de Latchman han demostrado que Ucn previene la
permeabilidad transitoria mitocondrial en respuesta al dafio por reperfusiéon
reduciendo el estrés oxidativo indirectamente (Lawrence, 2004; Townsend, 2007).
Estos hallazgos sugieren que la accién a corto plazo de la Ucn es debida, al menos
parcialmente, al mejor manejo intracelular de Ca** que evita la sobrecarga que se

produce después de la reperfusion.

Los mecanismos de sefializacion implicados en la cardioprotecciéon por Ucn se
deben principalmente a tres cascadas de kinasas tales como PKC, MAPK, y PI3K
(fosfoinositol 3-kinasa). La familia PKC es una familia de serina/treonina kinasas que ha
sido implicada en la fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca (Simonis, 2002). En
corazones perfundidos en Langendorff, Ucn promueve la relocalizacion de PKC-epsilon
desde el citosol a la mitocondria; y ademas la inhibicion de PKC previene el efecto
cardioprotector de Ucn (Lawrence, 2005). Por otro lado, miembros de la cascada MAPK
tales como MEK1/2 y ERK1/2 han sido descritos como mediadores de la
cardioproteccién por Ucn (Yang, 2011). Las MAPK pueden estimular diferentes factores
de transcripcion produciendo respuestas celulares como la proliferacién,

diferenciacién, supervivencia o apoptosis (Bonni, 1999; Wada, 2004). Del mismo modo,
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la cardioproteccion provocada por Ucn se perdié cuando la PI3K, capaz de activar a la

proteina Akt, fue inhibida especificamente (Brar, 2002).

Sin embargo mientras los efectos a corto plazo de Ucn son bien conocidos,
estos cambios de sefalizacién celular y cambios de expresion génica a mas largo plazo
han sido poco estudiados, si bien hay indicios de una fuerte modulacién de la
transcripcién génica y la expresion de proteinas. De hecho, los efectos protectores de
Ucn se relacionaron con la expresién de proteinas con propiedades cardioprotectoras
bien conocidas y demostradas. Por ejemplo Ucn incrementa la expresién de la proteina
de choque térmico 90 (Hsp 90) a través de la via MEK1/2 en cardiomiocitos de rata
(Brar, 2002), aumenta la expresién de cardiotrofina-1 (Janjua, 2003), o activa AKT que
regula a la baja la expresidon de diferentes genes que promueven la supervivencia
celular (Brar, 2002). Ademas, en un analisis de expresidon por microarray usando un
modelo in vivo de dafio por I/R, la administracién de Ucnl o Ucn2 revela una
regulacion diferencial de 66 y 141 genes respectivamente. Estos genes regulados por
Ucn estdn implicados en procesos de metabolismo y muerte celular, estrés oxidativo,
etc, y pueden ser Utiles para proporcionar un mayor entendimiento de la complejidad

del proceso de cardioproteccién (Barry, 2010).

Ucn modula la expresién de genes importantes como el canal de K+ sensible a
ATP (KATP), iPLA2, y PKC-epsilon, que intervienen en la regulacién del medio
mitocondrial y parece evitar la apoptosis inducida por la mitocondria (Steer, 2001;
Lawrence, 2002). De hecho nuestro grupo ha demostrado recientemente que en
células de musculo liso de arteria coronaria Ucn disminuye la actividad y la expresién
de la iPLA2 independiente de Ca®*, que se activa en el miocardio isquémico durante la
isquemia y que, en parte, es responsable del dafio por I/R al liberar 4cido araquiddnico

de las membranas (Smani, 2007).
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Figura A7. Vias de sefializacidn activadas por Ucn en los cardiomiocitos. Fuente: Diaz |, 2012

A.5. Cambios de expresion génica durante un IAM: Papel de los

microRNAs.

Trabajos recientes han mostrado cambios temporales en los perfiles de
expresion génica en respuesta a un IAM, que ademas son especificos segln las
diferentes zonas del miocardio (Prat-Vidal, 2013). Se han encontrado cambios de
expresion génica que ocurren especificamente por el dafo isquémico en biopsias de

miocardio humano y de modelos animales (Gabrielsen, 2007; Kittleson 2005).

Dentro de los procesos de regulacion génica que estan ocurriendo en el
remodelado adverso después de una I/R nuestro grupo se ha interesado
recientemente por un mecanismo regulador de expresién génica que ha sido descrito
hace relativamente poco tiempo, y con una gran relevancia dado el gran potencial
como herramienta y/o diana terapéutica. Hablamos de los microRNAs, actualmente
reconocidos como uno de los mecanismos mas importantes de regulaciéon de la

expresion génica.
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Los microRNAs constituyen a dia de hoy un drea en auge en la investigacion
cardiovascular. La propia descripcidon del perfil de microRNAs en diferentes situaciones
fisiopatoldgicas ha generado gran interés en la comunidad cientifica (Mendell, 2012).
Actualmente esta bien descrito que el propio proceso de I/R es capaz de regular la
expresion de microRNAs especificos (Shan, 2009), y estos han sido descritos como
reguladores de procesos tan importantes para los cardiomiocitos como la sefializacidn

por Ca* intracelular (Pan, 2015), y la actividad de las mitocondrias (Wang, 2011).

Concretamente en la cardiopatia isquémica se han descrito microRNAs como
miR-24, que puede proteger a los cardiomiocitos del dafio isquémico mejorando su
supervivencia (Li, 2012) (Guo, 2015). Ademadas los microRNAs juegan un papel
importante en los procesos fisioldgicos de remodelado ventricular, entre otros: i) en la
adaptacion del miocardio ante el propio dafio por I/R (Karakikes, 2013; Duisters, 2009),
ii) en la regulacion del mecanismo de apoptosis en cardiomiocitos (Li, 2010), pero
también en el proceso de muerte por necrosis (Piccoli, 2015); iii) asi como en la

regulacion de genes pro-fibréticos (Van Rooij, 2008).
A.5.1. Biologia de los microRNAs.

Los microRNAs son pequefias moléculas de RNA de cadena simple formado por
22 nucledtidos sintetizadas de manera enddgena por la propia célula, pero que no
codifican para proteina. Los microRNAs regulan la expresidn génica a nivel post-
transcripcional mediante unién con la region no codificante del extremo 3" (3" UTR) del
ARN mensajero de sus genes diana, lo que induce su degradacién o inhibe la
traduccion a proteina (Parker, 2004). Se estima que una tercera parte de los genes del
organismo estan regulados por microRNAs. Un gen determinado puede ser diana de
varios microRNAs, mientras que un mismo microRNA puede regular decenas de genes
debido a la complementariedad solamente parcial en las secuencias de apareamiento,

dando lugar a la formacién de circuitos de regulacién altamente complejos (Lim, 2005).

Los microRNAs que modulan la transcripcidn de genes cardiacos pueden a su
vez modular la propia transcripcidon de otros microRNAs, amplificando la sefial. De
hecho “los microRNAs trabajan juntos unos con otros” en la regulacién de una solo

diana, o bien regulando una ruta de sefalizacién completa (Matkovich 2013). Como
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consecuencia hay que tener en cuenta que la mayoria de microRNAs no tienen un
efecto drdstico sobre un gen diana, sino que mas bien al contrario, suelen producir una
pequeia atenuacion en la expresion de sus genes diana, y que es, en conjunto
trabajando de forma sinérgica, por lo que son piezas clave en la regulacién de un
proceso fisiolégico. Por ejemplo miR-21 tiene un papel importante en el desarrollo de
la fibrosis, donde esta involucrado en la proliferacion de fibroblastos cardiacos (Thum,
2009), en su diferenciacién (Bronnum 2013), y en la secrecién de proteinas de la matriz
extracelular (Roy, 2009), pero también se ha descrito su papel en la muerte por

apoptosis de los cardiomiocitos (Yang, 2014).
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Figura A8. Biogénesis y procesamiento de los microRNAs. Fuente: Armanda Marie, Applied Biosystem

Las regiones de ADN que codifican para los microRNAs estan localizadas
principalmente dentro de intrones de genes que codifican para proteinas, aunque
también pueden aparecer en regiones intergénicas o exdnicas (Rodriguez, 2004).
Cuando el microRNA se encuentra una regidn intrénica del gen que codifica el mRNA
gue va a regular, la expresiéon del microRNA puede ir correlacionada con la regulacidn

transcripcional de su gen diana y de esta manera se explicaria la especificidad tisular
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(Bartel, 2004). Sin embargo la expresion de los microRNAs puede ser regulada de

forma independiente a través de sus propios elementos reguladores (Zeng, 2013).

Como se observa de forma resumida en la figura A8 los microRNAs son
transcritos por la RNA polimerasa Il que produce una larga molécula de RNA, conocida
como pri-microRNA (Lee, 2004). A lo largo de esta larga cadena de RNA se forma una
estructura en horquilla (hairpin stem-loop) de unos 60-70 nucleédtidos, la cual es
cortada por una endonucleasa RNasa-lll conocida con el nombre de Drosha dando
lugar al pre-microRNA. (Lee, 2003; Denli, 2004). Luego es exportado al citoplasma de
forma activa a través Exportina-5 (Lund, 2004). Una vez en el citoplasma este pre-
microRNA es cortado por una endonucleasa RNasa-lll conocida como Dicer, dando
lugar a una molécula de doble cadena microRNA duplex (Hutvagner 2001). De este
microRNA duplex, se separan las dos cadenas y una de ellas da lugar al microRNA

maduro, que es una cadena lineal de RNA de unos 22-24 nucledtidos.
A.5.2. Mecanismos de accion de los microRNAs

Para realizar su funcién la molécula microRNA madura se incorpora al complejo
ribonucleoproteico conocido como RISC (RNA-induced silencing complex), que es la
maquinaria catalitica responsable de la degradacion del mRNA diana y/o de la
inhibicion de su traduccion. El complejo RISC humano incluye a Dicer, a las proteinas
Argonauta, a TRBP (HIV-1 transactivation responsive element) y a PACT (proteina de
union a RNA de doble cadena). Dicer esta altamente conservada en eucariotas vy
siempre tiene un dominio DEAD-box RNA-helicase que hidroliza ATP para abrir RNA de
doble cadena. De la familia Argonauta, AGO1 es necesaria para la produccion del
microRNA maduro, mientras que AGO2 es el enzima catalitico que corta el mRNA

diana (Khvorova, 2003).

Los dos pasos cruciales en el ensamblaje de RISC son: la seleccion de la cadena
del microRNA sense o antisense, seguido de la potencial destruccién de la otra cadena.
Una vez el RISC se ha ensamblado con la cadena (microRNA) que le hace de guia, este
se une por complementariedad al mRNA diana en la regién UTR 3’ para inducir su

degradacion o bloquear su traduccién.
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Los microRNAs regulan negativamente la expresion génica a través de dos
mecanismos principales: la degradacién del mRNA diana y la represién traduccional.
Una vez el microRNA se incorpora en el complejo RISC, tendrd lugar un mecanismo u
otro dependiendo del grado de complementariedad del microRNA con su mensajero
diana. Si la complementariedad es elevada o total se producird la degradacion del
mRNA (Bagga 2005), mientras que si la complementariedad es menor se producira una

inhibicién de la traduccion.

Doench y Sharp (2004) demostraron que la capacidad de los microRNAs para
inhibir la traduccién dependia de la energia libre de unidn entre los primeros 8
nucleétidos del extremos 5 del microRNA con el mRNA diana, regidn que se conoce
como seed-sequence. Segun esto un microRNA puede actuar sobre muchas zonas UTR

3’ de un gran numero de genes (Lim, 2005).
A.5.3. Regulacion de la expresion de los microRNAs

Los microRNAs estdn muy conservados filogenéticamente y a menudo se
organizan en tandem o en clusters (Laun, 2001). Estas organizaciones pueden tener
una particular importancia en el control de la expresidn génica y en la propia expresion
de estos microRNAs, ya que cuando un grupo de microRNAs de secuencias similares se
encuentra agrupado en un cluster, los productos de la expresidon de estos microRNAs
se pueden sincronizar para regular un conjunto de mRNA dianas. Sin embargo, estos
clusters pueden contener también microRNAs con diferentes secuencias, que se

dirigirdn cada uno hacia sus dianas especificas.

Muchos de los microRNAs estan codificados en regiones intrénicas de sus
propios genes diana (Kim, 2006). Se cree que estos microRNAs estan corregulados con
sus genes huésped (Ying, 2005), aunque es posible que estos microRNAs puedan tener
a su vez sus propios promotores. Un claro ejemplo son los microRNAs musculo-
especificos miR-208, -208b y -499, los cuales estan codificados en intrones de
diferentes miosinas de cadena pesada (MHC). Los genes MHC se expresan
especificamente en cardiomiocitos por lo que dichos microRNAs se expresan también
casi exclusivamente en dicho tejido. Como se observa en el esquema de la figura A9 la

expresion de alfa y beta MHC se regula reciprocamente durante el remodelado
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cardiaco y se ha demostrado que miR-208 codificado en la isoforma alfa de MHC
controla la expresion de la isoforma beta de MHC, gen que codifica a su vez a miR-

208b (Van Rooij, 2007).
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Figura A9. Circuito de regulacidén intronico de miR-208 y miR-208b sobre la expresion de los genes de la cadena
pesada de miosina (MHC) alfa y beta. Fuente: Van Rooij, 2007
La expresion de genes especificos de tejido es controlada por redes
transcripcionales complejas. Consistentemente, la transcripcion de microRNAs
especificos de tejido a menudo se modula por los mismos factores reguladores que
regulan el mRNA. Por ejemplo, la diferenciacién del musculo esquelético y cardiaco se
caracteriza por la activacién transcripcional de genes especificos musculares a través
de la cooperaciéon del factor de respuesta a suero (SRF) y el factor potenciador de
miocitos 2 (MEF2) con factores de transcripcion hélice-bucle-hélice especificos de
musculo, incluyendo Myf-5, MyoD y miogenina (Black, 1998). Recientemente se ha
descrito que SRF y MEF2 promueven la transcripcion de varios microRNAs especificos
de cardiomiocitos, incluyendo miR-1, -133, -206, y -208 (Schlesinger 2011). Aqui hay
que senalar que ademas de cambios estables de expresién de microRNAs, estos
pueden ser rapidamente inducidos por factores de crecimiento y en algunos casos
estos cambios pueden ser muy transitorios. Sin embargo muy poco se conoce sobre la
tasa de recambio de los microRNAs. De hecho aunque se conoce un sistema de
degradacion de microRNAs en A. thaliana (Ramachandran, 2008), no se
conocepacticamente nada sobre el control de la degradaciéon de microRNAs en

mamiferos.

No obstante parece que los microRNAs son bastante estables in vivo, incluso

después de haber inhibido la maquinaria procesadora de microRNAs (Kuehbacher,
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2007). Pero ademads el tiempo de permanencia varia entre diferentes microRNAs por lo
gue los mecanismos reguladores pueden ser diferentes. Por ejemplo miR-199a, pero
no miR-199a* es dramaticamente degradado después de un tratamiento de hipoxia en

cardiomiocitos (Rane, 2009).

Aproximadamente la mitad de los genes de los microRNAs (52.5%) se
encuentran localizados en sitios fragiles, o en regiones genémicas asociadas a cancer.
Estos sitios son preferencialmente zonas de intercambio de cromatina, de
translocaciones, delecciones, amplificaciones o de integraciones de DNAs plasmidicos y
de virus asociados a tumores, los cuales frecuentemente causan la expresion aberrante
de microRNAs durante la patogénesis (Calin, 2005). De modo que cualquier
mecanismo que pueda provocar la sub, o sobreexpresion de un gen, como la

amplificacién génica o la deleccion, podrd afectar a los niveles de microRNAs.

Una de las vias de regulacion de expresion de microRNAs mejor estudiada es la
mediada por las proteinas Smad, trasductores de sefial de la via TGF-beta. Las
proteinas Smad juegan un papel critico en la biogénesis de numerosos microRNAs de
dos diferentes maneras: i) por translocacién al nuicleo de heterodimeros de R-
Smad/co-Smad que regulan la transcripcion de secuencias de microRNAs, y ii) por
regulacion post-transcripcional del procesamiento de los pri- hacia pre-microRNAs
mediado por R-Smad que activa un complejo procesador formado por

Drosha/Dgcr8/p68 (Matthew 2012).

Ademas la activacién transcripcional de microRNAs por Smad es reproducible a
través de toda la cascada de sefializacion celular promovida por TGF-beta, por ejemplo
las MAPK, GSK3 y ERK1/2 son capaces de afectar la localizacion subcelular de Smad4 y

con ello modificar la regulacidn transcripcional de microRNAs (Kong, 2008).

Otra evidencia de la asociacién de Smad con secuencias de DNA promotoras de
microRNAs es que Smad puede modular los niveles de microRNAs mediante la
activacion de otros factores de transcripcion. miR-143/145 estan transcripcionalmente
regulados por SRF, myocardin y MRTFs. Y de hecho TGF-beta es capaz de incrementar
los niveles de miR-143 y miR-145 a través de la activacién de la proteina Myocardin

(Davis-Dusenbery, 2011).
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Por otra parte el hecho de que mecanismos epigenéticos post-transcripcionales
puedan controlar la expresién de muchos genes que codifican para proteina y que los
microRNAs sean generalmente transcritos por la polimerasa Pol-ll, hace razonable
pensar que la epigenética pueda jugar un papel fundamental en el control de la
expresion de los microRNAs. De hecho miR-127 se ve remarcablemente
sobreexpresado en lineas celulares tumorales después de una reduccién de los niveles
de metilacion de la célula y una mayor apertura de la estructura de la cromatina,
induciendo de esta forma la re-expresién de genes que han sido silenciados

epigenéticamente (Saito 2006).
A.5.4. microRNAs en el sistema cardiovascular.

Los microRNAs tienen una gran relevancia en la regulacién de procesos
fisiologicos durante el desarrollo embrionario y de hecho juegan un papel central en el
desarrollo embrionario del corazén. Mutaciones dirigidas sobre la enzima procesadora
de microRNAs Dicer demostrd la necesidad de una correcta actividad de Dicer para el
correcto desarrollo del corazén. De hecho la pérdida de Dicer lleva a la muerte
prematura de los embriones de raton sobre el dia 7 debido a un mal desarrollo

cardiovascular (Saxena, 2010).

Hasta la fecha se han descrito multiples microRNAs implicados en diferentes
aspectos del desarrollo cardiovascular. Por ejemplo miR-1, miR-133a y miR-133b son
microRNAs especificos del sistema muscular, y son imprescindibles para la
diferenciaciéon del musculo cardiaco (Chen, 2006), miR-126 es fundamental en el
proceso de angiogénesis durante el desarrollo del corazén (Wang, 2008), o miR-143/-
145 que juegan un papel clave en el proceso de proliferacion y diferenciacion de las

células de musculo liso vascular (Cordes, 2009), y miofibroblastos (Wang, 2014).

Casi todos los primeros trabajos de microRNAs estaban relacionados con el
desarrollo, sin embargo cada vez hay mas evidencias de procesos fisioldgicos adultos
gue estan controlados por microRNAs como son la apoptosis, la division celular, o el
metabolismo de &acidos grasos. Ademas numerosas patologias se deben a Ia
reactivacién de programas de transcripcion fetales en el adulto, incluyendo la re-

expresion de microRNAs que jugaban su papel en el desarrollo (Thum, 2007).
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Cuando se empezaron a estudiar los perfiles de microRNA en diferentes
patologias cardiacas, se encontrd relacion entre la desregulacién de algunos
microRNAs especificos del tejido cardiaco con patologias tales como hipertrofia y la
insuficiencia cardiaca (Van Rooij, 2006). Como vimos anteriormente miR-208 sdlo se
expresa en corazon y es fundamental en la hipertrofia cardiaca disminuyendo los
niveles de MHC alfa, lo que desencadena mayor expresién de la isoforma beta de
MHC, aumento del tamafio de los cardiomiocitos, fibrosis, etc (Van Rooij, 2007). En
modelos de ratén y humano de hipertrofia cardiaca se encuentra disminucién de los
niveles de miR-1 y miR-133, mientras que la sobre-expresidon in vitro de miR-133

consigue inhibir la hipertrofia cardiaca (Catalucci, 2007).

Thum vy colaboradores encontraron que miR-21 era el microRNA que mas se
sobre-expresaba en insuficiencia cardiaca. Demostraron que miR-21 a través de Spry1
regula la ruta de sefnalizacion de MAPK-ERK en fibroblastos cardiacos, con gran
importancia en la supervivencia de los fibroblastos, la secrecion de factores de
crecimiento, el remodelado y la hipertrofia cardiaca. Ademas el silenciamiento de miR-
21 in vivo por antagomiR-21 reduce la actividad de MAPK-ERK, disminuye la fibrosis del

corazén y atenua su disfuncion (Thum, 2008).
A.5.5. microRNAs en el infarto agudo de miocardio.

Recientes estudios han demostrado que los microRNAs participan en el dafo
producido por I/R en el corazdn, y pueden jugar un papel importante en la proteccion
cardiaca frente al infarto agudo de miocardio. En un modelo in vitro de dafio por I/R en
corazon de ratdn, Yin y colaboradores (2009) demostraron que el tamafio del infarto
después de una isquemia era menor cuando inyectaban al corazén microRNAs de un
corazon previamente tratado con proteinas de choque térmico (Hsp). Posteriormente
se ha demostrado que miR-320 esta involucrado en la regulacion del daifo producido
por I/R a través de la proteina Hsp-20 (Ren, 2009). Por otra parte el
precondicionamiento isquémico regula la expresidon de miR-1, miR-21, miR-24 y miR-
199, y la inyeccién de estos microRNAs producidos en un corazén precondicionado en

un segundo corazén sometido a isquemia es capaz de protegerlo del dafio por

28



isquemia en un modelo de corazdén aislado y perfundido en Langendorff (Rane, 2009;

Cheng, 2010).

Por otro lado actualmente se sabe que tratamientos cardioprotectores frente a

isquemia provocan la alteraciéon de la expresion de microRNAs, por ejemplo el

tratamiento con la molécula cardioprotectora PIO aumenta la expresién de miR-29 en

el tejido cardiaco. Ademas su inhibicion con antagomiR-29 protege del dafio por I/R en

un modelo de IAM (Yumei, 2010).

Tabla 1 - Experimentos terapéuticos con micro-RNA

LNA

miRNA Aproximacion experimental Especies Efecto terapéutico
miR-15 Anti-miRNA modificadoc Ratdn y cerdo Reduccién del tamanio del infarto y el remodelado cardiaco
locked nucleic acid (LNA) posterior a IAM
miR-24 AntagomiR modificado: Rawn Reduccién del tamafio del infarto, mejora de la vasculatura y
2-0-matil y 3'-colesterol Ios parimetros hemodindmicos tras dafio isquémico
miR-320 AntagomiR Rawdn Reduccién del fio del infarto med: gulacién de
Hsp20
miR-29b miRNA mimics Ratén Reduccién de la fibrosis tras IAM
modificados: 2-O-metil y
3'-colesterol
miR-590 y miR199  Transfeccion con Rawon Reduccion del tamaiio del infarto y mejora de la funcién
miR-590-3p y miR-199a-3p d por lacién de la prolif; on de
humanos cardiomiocitos, disminucién del delado cardiaco,
hipertrofia y fibrosis
miR-208a Anti-miRNA modificado Ratas Dahl Reduccién del remodelado y mejora de I funcién cardiaca
LNA
miR-212 y miR-132  ratén knmock-out miR-212/132  Ratén P ién frente al delado adv inducido por
sobrecarga via TAC
miR-133 AntagomiR-133 Raton Induccion de una hipertrofia candiaca sostenida
miR-21 AntagomiR modificado: Ratén Reduccién de Ia fibrosis y mejora de la funcién cardiaca
2-0-metil y 3'-colesterol
miR-21 Anti-miRNA modificado: Raton Fallo en el bloqueo del remodelado ventricular en respuesta al
LNA estrés
miR-328 AntagomiR modificado: Ratdn y perro Rescate de la fibrilacién y remodelado auncular
2-0-maetil y 3'-colesterol
mik-145 Sobreexpresidn con Rata Regulacion del fenotipo de las células de masculo liso vascular
adenovirus en la formacién de la lesién en la neointima
miR-145 Sobreexpresion con Raton Seleccion de fenotipo contractil en células de musculo liso
lentivirus vascular y reduccidn del tamafio de la placa de ateroma
miR-21 AntagomiR modificado: Ran D on de la proliferacién y de la muerte por
2-0-matil aopotosis de Ias células de musculo liso vascular
miR-33 Anti-miRNA modificado: Rawdn Elevacion del colesterol HDL
LNA
miR-33 Anti-miRNA Primates no humanos  Alteracion de los indices de colesterol HDL y VLDL
miR-122 Anti-miRNA modificadoc Ratén Disminucién de los niveles de colesterol HDL y LDL en plasma
2-O-methoxyethyl
phosphorothioate
miR-122 Anti-miRNA modificad Pri noh D én de los niveles de colesterol total en plasma
LNA
miR-126 Cuerpos apoptoticos Ratén Estabilizacion y di on del fio de las lesi
enriquecidos en miR-126 arterioscleréticas
miR-29b LNA-anti-miR-2%b Ratén de 1a expresién de cola y reduccion de
aortico abdominal
miR-29b LNA-anti-miR-29 Raén Aumento de la matriz extracelular @ inhibicién de la
progresion de aneurisma adrtico inducido por angiotensina 1l
miR-92a AntagomiR modificado: Ratén Crecimiento de vasos y recuperacion funcional del teojido
2-0-metil y 3'-colesterol isquémico
miR-23 y miR-27 Anti-miRNA modificado: Ratén Inhibicién de la angiogénesis en un modelo de
LNA neovascularizacién
miR-24 AntagomiR modificado: Ratwdn Di i6n de 1a apop del endotelio y mejora de la
2-0-metil y 3'-colesterol vasculanzacion después de IAM
miR-155 Anti-miRNA modificado: Ratén Dismi on de la infiltracion y activacién de linfocitos T con

duccién del dafio drd

Tabla 1. Relacion de microRNAs con propiedades terapéuticas descritas en experimentacidén basica. Fuente:

Propia

Una de las caracteristicas de los microRNAs que los hacen tan interesantes es la

posibilidad de modificar de forma muy especifica su expresion, lo que los hace una
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prometedora herramienta terapéutica. Numerosos modelos preclinicos han mostrado
gue la sobreexpresién o la inhibicidn de microRNAs pueden alterar las respuestas
patolégicas en las enfermedades cardiovasculares. Los antagomiR o antimiRNAs son
oligonucleétidos antisentido que se unen a un microRNA concreto consiguiendo una
inactivacion muy especifica y eficiente. Por otro lado pueden utilizarse
oligonucleétidos andlogos a los microRNAs (miRNA mimics) o pre-miRNA que realicen
la misma accién que los enddgenos. Recientemente se ha publicado un estudio donde
se utilizd un sistema terapéutico basado en la administracién intravenosa de
oligonucleétidos antisentido para reducir la expresién de miR-208 in vivo,
consiguiendo una mejora en la funcién ventricular de animales con insuficiencia
cardiaca (Montgomery, 2010). Este trabajo ha incrementado las expectativas
terapéuticas de los microRNAs, ya que este sistema de modulacién de los microRNAs
in vivo es potencialmente aplicable en cardiologia humana. De hecho y aunque no es
en el area cardiovascular, ya hay un estudio clinico en fase Il con anti-miR-122 para

tratar la infeccidon con hepatitis C (Haussecker D, 2010).

Aunque sea necesario el salto a ensayos clinicos, actualmente disponemos de
una serie de trabajos muy prometedores en modelos animales basados en la inhibicidon
de microRNAs endoégenos por antagomiRs. De hecho la inhibicion de microRNAs
concretos ha demostrado eficacia en diferentes contextos experimentales, como son
reducir la hipertrofia y remodelado cardiaco causante de insuficiencia cardiaca, reducir
la muerte celular y la fibrosis tras un IAM, asi como reducir la arteriosclerosis,
restenosis e incluso la dislipemia. En la tabla 1 se resumen los articulos publicados

hasta la fecha.

A.5.6. Los microRNAs pueden ser secretados al torrente sanguineo tras un IAM:

microRNAs circulantes.

Otra caracteristica importante de los microRNAs es que a pesar de que su
biologia y funcidn es eminentemente citoplasmatica, en el interior celular, son capaces
de ser secretados al torrente sanguineo. De hecho durante un proceso de I/R se
produce una gran liberacion de microRNAs a la sangre. Ademas estos microRNAs

circulantes son relativamente estables en suero o plasma y pueden ser facilmente
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detectados y cuantificados mediante técnicas rutinarias de biologia molecular, lo que

los hace potencialmente interesantes biomarcadores (Katoh, 2014).

Recientes estudios han encontrado que los perfiles de expresion de
determinados microRNAs son modificados de forma mdas constante y especifica, y
correlacionan mejor con la severidad de una determinada enfermedad que los perfiles
de expresion de RNA mensajero. Por ejemplo, altos niveles de microRNAs como miR-
208 o miR-499 correlacionan con el dafio miocardico. Asi, los microRNAs pueden
reflejar mejor el estado funcional del corazén, por lo que pueden ser potencialmente

usados como marcadores mas precisos de insuficiencia cardiaca (Matkovich, 2014).
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Figura A10. Liberacién de microRNAs miocardicos al torrente sanguineo tras una lesién isquémica. Fuente: Propia

Por otra parte como se resume en la figura A10, los microRNAs extracelulares
pueden encontrarse unidos a otras moléculas como el colesterol HDL o la proteina
Ago2, o bien ser incluidos en pequefias vesiculas membranosas, como exosomas o
microparticulas. Una de las hipdtesis mas interesantes sugiere que estos microRNAs
estan participando en procesos de comunicacion celular, ya que son capaces de ser

captados e introducidos por células situadas a distancia de forma paracrina o
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endocrina (Vickers, 2011). De hecho hay trabajos que sugieren que mas alld de una
mera liberacién de los microRNAs citoplasmaticos como consecuencia del dafo celular
por I/R, esta liberacién podria estar mediada y regulada, formando parte de un
proceso activo mucho mads complejo (Zhu, 2011). Ademas recientemente se ha
demostrado que microRNAs circulantes son capaces de modificar la expresion de
genes diana en las células receptoras (Viereck, 2014). Que los microRNAs liberados en
un proceso de I/R tengan una funcion especifica en el posterior remodelado del
miocardio les hace ser unos potenciales biomarcadores tanto de dano como

predictores de la aparicién posteriormente de insuficiencia cardiaca.
A.5.7. microRNAs marcadores de IAM.

Se han publicado varios trabajos proponiendo microRNAs candidatos con
potencial valor como biomarcadores de IAM y enfermedad coronaria. Sin embargo

son series muy pequefias de pacientes y en algunos casos con datos contradictorios.

No obstante hay algunos resultados prometedores; miR-208 y miR-499,
microRNAs especificamente expresados en corazon, parecen ser claros marcadores de
IAM, ya que se encuentran niveles muy aumentados en las primeras horas tras el
evento. Los niveles de miR-208 son indetectables en los pacientes sin IAM y se pueden
detectar en el 100 % de los pacientes con IAM a las 4 horas del inicio del cuadro, con
un drea bajo la curva de 0,94. En otro estudio, los niveles de miR-499 estaban elevados
a las 3 horas del dolor en el 93 % de los pacientes con IAM, con un area bajo la curva

de 0,97 (Devaux, 2012).

Por otro lado miR-1 y miR-133a que son microRNAs altamente expresados en
células de musculo liso vascular parecen encontrarse elevados en sangre en pacientes

con enfermedad cardiovascular de origen isquémico (Kuwabara, 2011).

En un estudio prospectivo internacional y multicéntrico, se analizaron 6
microRNAs (miR-133a, miR-208b, miR-223, miR-320a, miR-451 y miR-499) en 1155
pacientes atendidos por dolor toracico en un servicio de urgencias. El 19 % fue
diagnosticado de IAM. Los niveles de miR-208b, miR-499 y miR-320a fueron

significativamente mayores en estos pacientes. El mejor rendimiento diagndstico se
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observé con miR-208b, si bien menor que el de la troponina T y troponina T
ultrasensible. Asimismo, si bien los niveles de miR-208b fueron mayores en los
pacientes que murieron en los primeros 30 dias, el valor de prediccion fue bajo, y

ninguno de los microRNAs predijo la mortalidad a largo plazo (Devaux, 2015).

En la tabla 2 puede verse un resumen de diferentes microRNAs estudiados como

biomarcadores hasta la fecha.

Tabla 2 - Micro-RNA como marcadores en enfermedad cardiovascular

fermedad mikNA Efecto Aplicacion
1AM miR-208 Aumentados Diagnéstico

miR-208a Aumentados Diagnéstico

miR-208b Aumentados Diagnéstico

miR-1 Aumentados Diagnéstico

miR-133 Aumentados Diagnéstico

miR-459 Aumentados Diagnéstico

miR-30a Aumentados Diagnéstico

miR-29a Aumentados Prondstico. Riespo de disfuncién
ventricular

miR-101, mir-150 Reducidos Pronéstico. Riesgo de disfuncién
ventriculur tras [AM

miR-16, miR-27a, mik-194, Aumentado

miR-34a

miR-126 Reducidos Diagnéstico

miR-328, miR-134 Aumentados Prondstico. Mayor mortalidad e ICa los 6
meses

miR-652 Aumentados Prondstico del sindrome coronario agudo

Insuficiencia cardiaca miR-423-5p, miR-188 Aumentados Diagnostico

miR-499 Aumentados Diagnéstico. Aumenta en IAM,
miocarditis, insuficiencia cardiaca aguda

miR-103, mik-142-3p, miR-30b, Reducidos Diagnostico

miR-342-3p

miR-454, miR-500 Reducidos Diagnéstico de disfuncién diastolica

miR-1246 Aumentados Diagnostico de disfuncion diastolica

miR-320a, mik-22 Aumentados Pronéstico

Tabla 2. Relacién de microRNAs circulantes utilizados como marcadores de IAM e insuficiencia cardiaca en
ensayos clinicos. Fuente: propia
A pesar de todos los avances y de algunos resultados alentadores sobre el uso
de microRNAs circulantes como futuros biomarcadores, todavia es necesario resolver
algunas cuestiones. La extraccion de microRNAs extracelulares no es una tarea fécil, ya
gue se encuentran en cantidades relativamente bajas en la sangre y la falta de
normalizadores enddgenos fiables dificulta la cuantificacidon especifica de microRNAs
circulantes. De momento, no existe un consenso en cuanto a la metodologia a seguir,
la obtencion y preparacion de las muestras y el método de cuantificacion y
normalizacion de los resultados. Por tanto, es necesaria la estandarizacion de

protocolos para el desarrollo de microRNAs circulantes como nuevos biomarcadores.

33



B.
HIPOTE

SISY OB
JETIVOS




B. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La cardiopatia isquémica es un problema de salud de primer orden y las
complicaciones asociadas a la terapia de revascularizacién derivan en la aparicidon de
insuficiencia cardiaca a largo plazo en un gran nimero de pacientes. La investigacién
de nuevos tratamientos cardioprotectores debe tener como objetivo buscar la
recuperacion de la funcidn cardiaca a corto plazo, y tratar de reducir la frecuencia de

aparicion de remodelado ventricular adverso a largo plazo.

Nuestra hipdtesis de trabajo se basa en la posibilidad de que Urocortina, como
molécula cardioprotectora con efectos inotrdpicos positivos a corto plazo, sea capaz
de desencadenar procesos de regulacién transcripcional que podrian estar generando
una respuesta celular sobre procesos de supervivencia y muerte celular. Siendo la
regulacion post-transcripcional por microRNAs un factor de estudio clave para el

entendimiento de este proceso.

El objetivo principal de esta tesis ha sido profundizar en el conocimiento de la
via de sefializacion activada por Urocortina en el tratamiento cardioprotector frente a
I/R, principalmente a través de los procesos de regulacion génica y expresion de
microRNAs que a mas largo plazo estan implicados en los procesos de supervivencia y

muerte celular de los cardiomiocitos.
Los objetivos especificos son los siguientes:

i) Validar el efecto cardioprotector de Ucn en diferentes modelos experimentales de

I/R.

ii) Determinar el efecto de Urocortina sobre los procesos de supervivencia y muerte

celular de cardiomiocitos adultos después de I/R.

iii) Estudiar el efecto de Urocortina sobre la expresién de genes relacionados con los

procesos de supervivencia y muerte celular por apoptosis.

iv) Caracterizar los microRNAs implicados en la cardioprotecciéon inducida por

Urocortina después de I/R.
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C. MATERIALES Y METODOS

C.1. Animales de experimentacion.

Todos los animales utilizados fueron tratados segln las normas establecidas en
la Convencidon Europea para la proteccion de animales empleados con fines
experimentales (86/609/EEC) y conforme a la “Guia para el cuidado y uso de animales
de laboratorio”, publicado por el US National Institute of Health (NIH Publication No.
85-23, revised 1996). Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité ético

para la investigacion animal de la Universidad de Sevilla.

Las ratas utilizadas fueron sujetos machos de entre 250 y 300 g de peso de la
raza Wistar que permanecian estabuladas en unas condiciones de luz/oscuridad con

ciclos de 12h y con una temperatura y humedad controladas.
C.2. Modelo animal de I/R in vivo.

Realizamos un modelo animal de I/R en rata, mediante ligadura reversible de la
arteria coronaria. La técnica quirurgica se inicia con la anestesia mediante ketamina a
10 mg/kg e intubacion con un catéter de 16g para la ventilacion con respirador de 2,5
ml de volumen tidal y 60 ventilacion/minuto. La temperatura se controla de forma
precisa entre 35 y 372C mediante una manta eléctrica con sonda rectal acoplada (HB
101/2, Harvard Apparatus). Se practica toracotomia por el quinto espacio intercostal
izquierdo tras la apertura del pericardio para exponer el corazén. Se localiza la
coronaria descendente anterior izquierda que se encuentra junto a la orejuela
izquierda hacia el dpex del ventriculo. La arteria se ocluye mediante un lazo reversible
con sutura fina del n2 6 durante 30 minutos. El infarto es confirmado por la elevacién
del segmento ST del ECG y por la cianosis distal en la superficie pericdrdica. Tras 40
minutos de isquemia se abre de nuevo la arteria para reperfundir el corazén y se
resuelve la toracotomia (Circ Res 1996; 79:949-956). Para evitar la alta mortalidad los
animales se medican con Lidocaina 10 mg/Kg. Para evitar la trombosis se administra
por via intraperitoneal heparina 200 UI/Kg. Después de la reperfusién se cierra

rapidamente el térax y se restaura la presidon negativa intratoracica.
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Grupos de experimentaciéon en modelo animal de I/R.

1. Grupo I/R: grupo experimental de isquemia/reperfusion por oclusién transitoria de
la arteria coronaria descendente anterior. A lo largo de la experiencia se evaluaron los

diferentes pardmetros de la funcidn ventricular por ecografiaa 1y a 6 semanas.

2. Grupo I/R tratado con Ucn: ratas sometidas al mismo protocolo de I/R junto con la

administracidon de Ucn a concentracion de 150 pg/Kg por via intravenosa.

3. Grupo Sham: ratas control que se someten al mismo estrés quirdrgico sin realizar la
oclusidén transitoria de la arteria coronaria, y en su caso se inyecta suero salino como

control especifico de la administracién de Ucn.

Cada grupo experimental se formé con 5 ratas y se replicé exactamente igual a
diferencia del tiempo de estabulacién post-quirurgica para obtener otros 3 subgrupos

temporales; sacrificio a las 24h, 7 dias y 6 semanas.

C.2.1. Evaluacion de la funcion cardiaca en el modelo animal de

isquemia/reperfusion.

En todos los grupos se evalud la funcidén ventricular a lo largo de 1 y/o 6
semanas mediante ecocardiografia y al finalizar se realizd cardioectomia para la

recogida de muestras.

La funcidn ventricular fue evaluada por ecocardiografia mediante una prueba
pre-operatoria, y pruebas post-operatorias a las 24h, a los 7 dias y a las 6 semanas. Se
utiliza un sistema de imagen Vevo2100 con un transductor para animales de pequeio
tamafio de 13-24 MHz (Visualsonics; Amsterdam, Netherlands). Las medidas
convencionales (diametros telediastélico y telesistélico del ventriculo izquierdo, grosor
de pared anterior y posterior del ventriculo) se obtienen del registro en modo M por
debajo del borde de los velos de la valvula mitral. De estas medidas se obtiene la
fraccién de acortamiento y la masa del ventriculo izquierdo. Los volumenes
telediastolico y telesistdlico, asi como la fraccion de eyeccidn del ventriculo izquierdo
se obtienen mediante el método de Simpson a partir de las proyecciones de eje largo

paraesternal y eje corto a nivel basal, medio y apical, como ha sido previamente
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descrito (Thibault, 2007). El analisis se realiza off-line mediante el paquete EchoPAC

(GE Medical Systems).
C.3. Perfusion de corazones ex-vivo en el sistema Langendorff.

Las ratas utilizadas fueron heparinizadas (4lU/g i.p.) y anestesiadas mediante
administracidon intraperitoneal de Ketamina (1-2 ml/ 250g). Los corazones fueron
extraidos lo mas rapidamente posible y montados a través de una canula adrtica al
sistema Langendorff donde fueron perfundidos con una solucién oxigenada (95 %02 y
5%C02) denominada Krebs-Henseleit (118 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,25 mM CaCl2, 1,2
mM KH2PO4, 1,2 mM MgS04, 25 mM NaHCO3, 5 mM Glucosa) y calentada a 379C.

Para poder evaluar la funcién isovolumétrica del ventriculo izquierdo se
introdujo en dicho ventriculo un balén de latex inflado con agua destilada de manera
gue se consiguiera estabilizar la presion telediastodlica en el ventriculo izquierdo (PVD)
en 10 mm Hg. Todos los corazones fueron sometidos a un periodo de estabilizaciéon de
30 minutos en el que se instalan los electrodos, el balén ventricular y el sensor de
temperatura en el ventriculo derecho. Se conecta un estimulador de marcapasos y se

fija una frecuencia cardiaca de 160 latidos por minuto.

A través de transductores de presién y mediante el software Power Lab (AD
Instrument) se obtuvieron registros de la frecuencia cardiaca, la presion de perfusiéon
coronaria (PPC) y la presion desarrollada por el ventriculo izquierdo (PVS). A

continuacién se explican los principales parametros hemodinamicos.

PVS: Valor maximo de la Presion Ventricular Sistélica o Presidn Pico. Es el valor maximo
de la curva de presion ejercida por el ventriculo izquierdo para un momento dado en el

gue se toma la medida.

PVM: Presidon Ventricular Media. Es el valor medio calculado entre el valor minimo y
maximo de la curva de presidon ejercida por el ventriculo izquierdo sobre el balén

intraventricular.

PVD: Presién Ventricular Diastdlica. Es el valor minimo de la curva de presion ejercida

por el ventriculo izquierdo en un momento dado. Esta variable fue fijada a 10 mmHg
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mediante el llenado del baldn intraventricular de manera que los cambios de presién

registrados fuesen debidos al funcionamiento del ventriculo izquierdo.

RV: Resistencias vasculares. Es un parametro que informa de la resistencia que ejercen
las coronarias a la perfusién. Se calcula a partir de la PPC Yy el flujo de perfusién en cada

momento.

dP/dt: Derivada de la curva de Presion del Ventriculo lzquierdo (PVI) respecto del
tiempo. Es el Incremento de Presidn respecto al tiempo de la curva de Presion del
Ventriculo Izquierdo. Permite el analisis de la velocidad de acortamiento de la fibra
cardiaca, y es un parametro representativo de la funcion sistélica o Contractilidad. La
contractilidad del corazén en los diferentes protocolos fue evaluada mediante el
andlisis de la +dP/dt, el cual corresponde al porcentaje de incremento del +dP/dt

normalizado respecto al valor basal de +dP/dt tras el periodo de estabilizacion.
C.3.1. Protocolos experimentales realizados.

- Isquemia/reperfusion (I/R). El protocolo de isquemia/reperfusién en los corazones
montados en este sistema Langendorff se realiza mediante el cierre de la perfusion
externa, lo que provoca una isquemia global del corazdén por la ausencia de flujo,
durante 40 minutos. El periodo de reperfusion comienza con la apertura de la vélvula
de perfusién y la restauracion del flujo con solucién de perfusiéon y se mantiene

durante 120 minutos.

- Postcondicionamiento con Urocortina (Ucn). El protocolo realizado fue similar al
anterior con la diferencia de que durante los 30 minutos primeros de reperfusion se

aplicé 10nM de Urocortina en la solucién de perfusion.

C.4. Cultivo in vitro de cardiomiocitos.

C.4.1. Dispersion y cultivo primario de cardiomiocitos adultos de rata.

La ratas utilizadas fueron heparinizadas (4lU/g i.p.) y anestesiadas mediante
administracién intraperitoneal de Ketamina (1-2 ml/ 250g). Los corazones se extraen lo
mas rapidamente posible y son montados a través de una canula adrtica al sistema

Langendorff especialmente disefiado para la dispersion de células de miocardio.
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Durante 2 minutos se perfunde el corazén con una solucién “Tyrode” (130 mM NaCl,
5,4 mM KCl, 0,5 mM MgCl2, 25 mM Hepes, 22 mM glucosa, 0,4 mM Na2H2P04, 5 mM
NaHCO;) libre de Ca** y con 0,2 mM de EGTA a 379C. Entonces se pasa a perfundir
durante 10 minutos con solucién Tyrode sin EGTA y que contiene colagenasa tipo |l

(Worthington) y 50uM de CaCl,.

Después de esta digestion los corazones son extraidos del aparato Langendorff
y tanto el ventriculo izquierdo como el derecho se cortan en pequefios trozos
mediante bisturi estéril e incubados en agitacion con soluciéon Tyrode con 0,5 mM
CaCl; y 1 mg/ml de BSA (albumin from serum bovine, Sigma) para disociar las células
del tejido muscular cardiaco. Finalmente las células aisladas son filtradas,
centrifugadas y resuspendidas en solucion Tyrode con 1 mM de CaCl,, de manera que
los cardiomiocitos resistentes a Ca?* se siembran en placas de cultivo previamente
tratadas con laminina (Sigma Aldrich) y se mantienen en un incubador a 379C vy
atmosfera controlada con 95% de O, vy 5 % de CO, durante 3-4 horas hasta la

realizacién de los protocolos de isquemia-reperfusion.
C.4.2. Dispersion y cultivo primario de cardiomiocitos neonatos de rata.

Para la dispersidn y cultivo de cardiomiocitos neonatales se utilizan las crias
procedentes de dos madres gestantes entre el primer y tercer dia desde su
nacimiento. Tras el sacrificio de los animales mediante decapitacidn, se procede a la
extraccion y lavado con PBS de los corazones, manteniéndolos en todo momento a
4°C. Posteriormente los corazones se limpian, eliminando las auriculas y el tejido

vascular, hasta quedarnos con los ventriculos aislados.

En condiciones de esterilidad, se procede a trocear los ventriculos con ayuda de
una tijera curva hasta conseguir una buena homogenizacién. Posteriormente se lavan
con PBS y los corazones se incuban en 5 ml de tripsina en un bano a 379C durante 20
minutos, agitando vigorosamente cada 10 minutos. Acto seguido se deja decantar y se
elimina el sobrenadante. Se vuelve a incubar otros 20 minutos con tripsina. Se deja
decantar y ahora recogemos el sobrenadante en el que se encuentran las células que
van dispersandose. Se pasan a un falcon de 15 ml con PBS y suero para inactivar la

tripsina, y se centrifugan a 1000rpm durante 5 minutos. Se elimina el sobrenadante, se
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resuspenden las células en 1 ml de FBS, y se reservan en el incubador mientras
seguimos con la digestion del corazdon. Los restos de corazén decantados tras la
incubacién con tripsina se vuelven a incubar con tripsina durante 20 minutos,
repitiendo el proceso dos o tres veces mdas para obtener todas las células posibles,

hasta que acabamos sin tejido cardiaco.

Una vez tenemos las células procedentes de tres o cuatro rondas de
tripsinizacién realizamos un pre-plaqueo para eliminar la poblacién de fibroblastos.
Para esto sembramos las células en una placa de petri de 60mm en medio de cultivo
de neonatos compuesto por 21% de medio M199 (Gibco), 64% de DMEM (Gibco), 1%
de penicilina-estreptomicina (Gibco BRL), 10% de suero fetal equino (Gibco), 4% de
suero fetal bovino (GIBCO), durante 45 minutos. Posteriormente recogemos el medio
de cultivo donde estaran enriquecidos los cardiomiocitos, se cuentan y se siembran

segun el experimento a realizar.
C.4.3. Isquemia/reperfusion simulada en los cultivos celulares.

El siguiente protocolo de I/R se realiza tanto con los cardiomiocitos primarios
adultos como con los neonatos. El protocolo de isquemia se realiza mediante el
cambio del medio normal de cultivo por una soluciéon isquémica “Ringer” que simula lo
mejor posible las condiciones que tienen lugar en el tejido cardiaco al que no le llega
flujo sanguineo. Dicha solucién de isquemia se compone de 125 mM NaCl, 5 mM KCl, 1
mM MgS0,.7H,0, 1,25 mM CaCl,, 4 mM NaHCOs3, 20 mM Na-lactato, 20mM Hepes, 0,5
mM MgCl,.6H,0, 0,5 mM KH,PO,4, a pH 6,2. La solucidn Ringer se equilibra durante
toda la noche en una atmosfera de hipoxia en el interior de una cdmara de hipoxia con
una atmosfera controlada del 1% de O,, 5 % CO, y saturacién de N,, que permanece
estable durante todo el protocolo gracias a la presencia de una camara intermedia

donde se realizan al menos 3 purgas de gases cada vez que se introduce algun objeto.

El protocolo I/R consiste en un periodo de 45 minutos de isquemia en el interior
de la cdmara de hipoxia, tras lo cual se pasa a reperfusidn sacando las células de Ia
camara y cambiando la solucién isquémica por su medio de cultivo normal de la
manera mas dinamica posible y manteniendo dichas condiciones de reperfusion al 95%

de O,y 5% de CO, el tiempo indicado en cada experimento.
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C.5. Cuantificacion de proteinas mediante western-blot.

C.5.1. Extraccidn de proteinas y preparacidon de muestras:

Las proteinas fueron extraidas tanto de cultivos celulares de cardiomiocitos
adultos como directamente de tejido cardiaco de rata. La homogenizacion se realiza en
100 pl de tampodn de lisis Tris-NP40 suplementado con un cocktel de inhibidores de
proteasas y PMSF con la ayuda de un scraper en los cultivos celulares, y mediante el
homogenizador Tissuelyzer (Qiagen) para los tejidos. Las muestras se mantienen en
hielo durante 30 minutos para realizar la lisis celular. Posteriormente se centrifugan a
13000 rpm a 42C durante 20 minutos para descartar los restos celulares. Se recogen
los sobrenadantes o extractos celulares y se mantienen en frio para la cuantificacién
de la cantidad total de proteinas mediante el método de Bradford, midiendo su
absorbancia en un lector de placas modelo Oasys UVM40 (595nm) tras ser incubadas
con el reactivo Bradford (Sigma Aldrich) en una proporcién 1:40. De forma inmediata
las muestras se diluyen en tampon Laemli hasta 1-3 pg/ul y se calientan a 95°C
durante 5 minutos para desnaturalizarlas. Una vez atemperadas todas las muestras de

proteinas se almacenan a -202C hasta el momento de la electroforesis.
C.5.2. Electroforesis y deteccion.

A la hora de realizar el Western Blot, cantidades iguales de proteinas (40-50 pg)
en tampdn Laemli fueron corridas en un gel SDS-PAGE con 8-12 % de acrilamida (Sigma
Aldrich) segun el tamafio de la proteina de interés, a una corriente de 120V durante

1h30 aproximadamente.

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfieren eléctricamente
a una membrana PVDF (GE Heathcore) a 0,34 amperios durante 1h en un sistema de
transferencia semi-seco de Biorad. Una vez finalizada la transferencia la membrana se
incuba durante 10 minutos con rojo Pounceau (Sigma Aldrich) con el fin de teiiir las
proteinas y comprobar que la transferencia se ha llevado a cabo de forma correcta.
Después de bloquear los sitios de union inespecificos antigeno-anticuerpo con 5% de
leche en polvo desnatada disuelta en tampdn TRIS con 0,1% detergente Tween (TBS-T)

a 37°C durante 1 hora, las membranas se incuban toda la noche a 4C? con el
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anticuerpo primario correspondiente disuelto en TBS-T con 5% BSA (sigma Aldrich).
Tras lavar de 3 a 5 veces las membranas con TBS-T, estas se incuban con los
anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a peroxidasa (Jackson IR) a una

concentracion de 1:20000 en TBS-T, durante 45-50 minutos a temperatura ambiente.

Para la deteccidn de las bandas se utiliza el reactivo quimioluminiscente ECL-
PLUS (Amersham Biosciencie) durante 5 minutos. Posteriormente las membranas se
revelan en el lumindmetro 1.Q. LAS 4000 MINI GOLD, donde se obtienen imagenes en
formato tiff que se analizan mediante el software libre “Image J” para su

cuantificacion.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: phospho-Erk1/2 y Erk1/2 total de

Cell Signaling, anti a-tubulina (1:10000) y anti B-actina (1:10000) de Sigma Aldrich.

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: HRP-antimouse (1:2000) y HRP-

antirabbit. (1:2000), ambos de Cell Signaling.
C.6. Cuantificacion de la expresion de microRNAs

C.6.1. Manejo de las muestras de RNA.

Las muestras de tejido cardiaco procedentes del sistema Langendorff tras los
diferentes protocolos realizados son inmediatamente sumergidas en abundante
RNAlater (Qiagen) para la proteccién del RNA, y conservadas a 42C durante un maximo
de una semana hasta la extraccion del RNA. En ese momento las muestras de tejido en
RNAlater se estabilizan a temperatura ambiente, se elimina el sobrenadante dejando
el tejido lo mas seco posible. Se afade 1 ml de Trizol (Qiagen) y se homogeniza
mediante un homogenizador “Polytron” durante varios pulsos que no duran mas de 5

minutos. A continuacién se procede a la extraccion de RNA.

En el caso de cultivos celulares, estos se lavan en PBS frio e inmediatamente se

homogenizan en 1ml de trizol y se procede con la extraccién de RNA.

44



C.6.2. Extraccion de RNA total.

Para la obtencion del RNA total, incluyendo los pequefios RNAs, se utiliza un
protocolo combinado de extraccién con fenol-cloroformo seguido del paso por las
columnas “miRNeasy de Qiagen”. El homogenado en Trizol se deja incubar a
temperatura ambiente durante 5 minutos y se afaden 200 pl de cloroformo
procediéndose a su agitacion en vortex durante 15 segundos. El homogenado se
centrifuga a 12000g durante 15 minutos a 49C. Se recupera la fase acuosa de unos 400
ul, a los que se le aflade 600 ul de etanol 100% y se homogeniza pipeteando. A
continuacién este homogenado se procesa a través de dichas columnas miRNeasy de
Qiagen como describe el protocolo, donde se realizan una serie de lavados que dan

lugar a la obtencidn de un RNA total de alta pureza.

El RNA obtenido se cuantifica mediante Nanodrop, para verificar que todas las
muestras cumplen valores de concentracién de 200 y 600 ng/ul de RNA y con unos

indices 260/230y 260/280 mayores de 1,6 y proximos a 2 respectivamente.
C.6.3. Micro-Array de microRNAs.

Para el estudio de los perfiles de expresion diferencial de microRNAs en
corazones sometidos a isquemia-reperfusion frente a corazones tratados con Ucn
10nM en postcondicionamiento, se utilizé el microarray “Rat microRNA Microarray” de
Agilent. Este microarray presenta un formato de 8x15K, esto implica que un solo slide
integra 8 arrays individuales impresos utilizando la tecnologia “Agilent's 60-mer
SurePrint technology” lo que permite realizar 8 ensayos distintos en un mismo cristal.
En nuestro caso realizamos 4 ensayos para cada una de las 2 condiciones lo que nos

permitio obtener resultados estadisticamente significativos.

Cada slide del array incluye aproximadamente 15 mil sondas disefiadas a partir
de la informacién existente en la base de datos Sanger miRBase. Las sondas son
oligonucleétidos de 60-mer directamente sintetizados sobre el slide. Este microarray
detecta 350 microRNAs de rata, cada uno de ellos replicado 20 veces. 223 microRNAs
son estudiados mediante 2 oligonucleétidos diferentes, 8 microRNAs mediante 3

oligonucleétidos y 116 microRNAs mediante 4 oligonucledtidos. Solo 3 microRNAs son
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analizados mediante 1 sélo oligonucledtido. El resto de sondas son un conjunto de
controles replicados varias veces, los cuales Agilent no recomienda que se utilicen para

normalizar sino Unicamente para evaluar la eficiencia del marcaje e hibridacion.

Los datos de intensidad de fluorescencia de cada una de las sondas (oligonucleétidos),
es decir Raw Data (*.gpr), se obtuvieron mediante el software GenePix pro 6.0. Los
archivos *.gpr se transforman en *.txt mediante Excel. Posteriormente, se corrigi6 el
background mediante normexp (Ritchie et al., 2007) y se realizé una normalizacion
entre arrays para asegurar la correcta comparacion de datos entre ellos con Quantile

normalization (Bolstad, 2001).

El andlisis estadistico del estudio de expresion diferencial se realizé mediante el
test bayesiano denominado LIMMA (Linear Models for Microarray Analysis, Smyth,
2004) y los datos se corrigieron para test-multiple mediante FDR (False Discovery Rate,
Benjamini and Hochberg, 1995). Los principales valores estadisticos que se tuvieron en

cuenta para filtrar los datos fueron:

M: Tasa de cambio o “Fold Change” en log2 del ratio del tratamiento versus control. La
correspondencia en cambio lineal (en valor absoluto) es la columna denominada

“LINEAL Fold Change”.

p-value FDR: p-value ajustado por “False discovery rate” indica la tasa de falsos
positivos respecto a una tasa hipotética calculada (indice de confianza), es decir, a
menor p-value ajustado, mayor probabilidad de que la diferencia observada sea

debido a un cambio de expresidn y no a un cambio azaroso.

p-value sin ajustar: indica la probabilidad de que un cambio de expresion de una lista
de genes significativos sea debido al azar. Es decir, es un indice de confianza cuyo
minimo debe ser establecido con la siguiente premisa: a menor p-value, mayor
probabilidad de que la diferencia observada sea consecuencia de la condicién
experimental. Los dos p-value sirven para establecer un grado de confianza que
permita decidir qué cambios son creibles. En nuestro caso se utilizé el p-value sin

ajustar para definir el grado de confianza de los cambios de expresidn.
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C.6.4. Retrotranscripcion de microRNAs y mRNA.

Para la retrotranscripcién de los microRNAs se usé la tecnologia de Applied
basada en “Stem-Loop RT primers” de tal manera que cada primer en forma de bucle
se une especificamente a su microRNA diana, retrotranscribiéndose solamente el
microRNA elegido. Por tanto se realizd una retrotranscripcion por cada muestra y

primer.

El stock de RNA, normalmente guardado a 200 ng/ul a -802C se descongeld en
hielo durante unos minutos, y se realizé una dilucidn seriada hasta obtener un RNA a 2
ng/ul. Para cada RT se usé 5 pl de este RNA lo que supone una cantidad total de 10 ng
de RNA, 0,15 pl de dNTPs, 0,2 ul de RNase inhibitor, 0,1 ul de enzima

Iﬂ

retrotranscriptasa, 0,3 ul del “stem-loop primer” especifico, y el resto de agua hasta
completar 10 pl finales segun el protocolo de “Tagman microRNA reverse
Transcription kit” (Applied Biosystem, ref: 4366597). La reaccion se llevé a cabo en un
termociclador Mycicler de Biorad con el siguiente programa: 30 minutos a 1629C, 30
minutos a 429C, 5 minutos a 852C y mantenidos a 42C. Los cDNAs se mantuvieron a -

202C hasta que se realizaron las gRT-PCRs.

En el caso de retrotranscribir mRNA se utiliza 1 pg de RNA que se pasa a cDNA
mediante la enzima Superscript-1lI™ de Invitrogen y usando oligo-dT como cebador
gue se une especificamente a las colas poli-T de los RNA mensajeros. La reaccién se
lleva a cabo en un termociclador de Biorad, incubandose primero durante 5 minutos a
652C para eliminar las posibles estructuras terciarias del RNA y se sigue con la fase de
retrotranscripcion propiamente dicha a 422C durante 45 minutos. Las muestras se
mantienen a 49C hasta que se recogen del termociclador y se guardan a -202C hasta

que se realice la qRT-PCR.

C.6.5. Cuantificacion relativa de la expresion génica o de la expresion de microRNAs

mediante Tagman qRT-PCR.

Las gRT-PCRs se realizaron usando primers y sondas Tagman especificas de
cada gen o microRNA validados por la marca Applied Biosystem. Cada reaccién se

realizé por triplicado y consté de 1pul de la mezcla de primers y sondas, 10 pl de master
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mix, 8 ul de agua y 1 ul de cDNA, para un total de 20 pl finales. El programa de
amplificacién fue el estdndar para sondas Tagman consistente en 10 minutos a 952Cy
40 ciclos de 15 segundos a 952C seguidos de 60 segundos a 602C. En todos los casos el
annealing y la sintesis de DNA se realizaron en el mismo paso a 602C. Todas las qRT-
PCRs y la toma de datos se realizaron en la maquina 7900HT de Applied Biosystem
utilizando el software SDS 2.4 y el RQ Manager 1.2.1 para obtener los Cts. El analisis
estadistico y la cuantificacién relativa mediante el método del 22ddCt se realiz6 en el
DataAssist v2.0 tomando como referencia para normalizar la expresion de los genes
endégenos U87 para los microRNAs y beta-actina y gapdh para la expresion génica de

MRNA.
C.7. PCR-array de apoptosis celular.

Se utilizo el panel de PCR “Rat Apoptosis RT? Profiler PCR Array” (Cat. PAHS-
012) de SA Bioscience que permite el analisis de expresion de un panel de 84 genes
involucrados en la muerte celular utilizando una PCR a tiempo real 7900HT de Applied.
Obtuvimos el RNA de cardiomiocitos adultos de rata sometidos a I/R tratados y sin
tratar con Ucn y fueron retrotranscritos utilizando el kit RT2 First Strand recomendado
por SA Bioscience. El cDNA obtenido fue mezclado con la master mix RT2 SYBR Green
gPCR de SA Bioscience y cargado por igual en todos los pocillos del array donde estan
pre-cargados los primers de cada ensayo. El experimento consistié en enfrentar los
datos de amplificacién de las muestras tratadas con Ucn contra el control sin tratar
para poder realizar una cuantificacion relativa de la expresidon de los 84 genes de
interés mediante el método 2°ddCt descrito anteriormente para la qRT-PCR

convencional.

Debido a la naturaleza del array, y para tratar de minimizar la variabilidad
intrinseca de un experimento Unico, realizamos un pull de cDNAs mezclando
equitativamente los cDNAs de cuatro experimentos independientes, lo que nos daba
cierta garantia en los resultados obtenidos. No obstante los resultados obtenidos en el
array fueron sometidos a validacion mediante gRT-PCR para obtener datos

estadisticamente significativos.
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C.8. Deteccion de apoptosis y necrosis. Ensayo de Annexin V/

loduro de Propidio.

Para determinar el tipo de muerte celular involucrada en la proteccion por Ucn
usamos el kit "Annexin V- FITC kit” (Cat. 4830-01-K. Trevigen) para detectar células en
apoptosis y necrosis en cultivo de cardiomiocitos adultos de rata. Durante la apoptosis
ocurre una rapida y ubicua exposicién de fosfatidil-serina en la superficie celular que es
susceptible de unirse a Annexin-FITC y ser detectado por fluorescencia. A su vez el
ioduro de propidio (IP) es usado para determinar la poblacién celular que ha perdido la

integridad celular, lo que indica necrosis o apoptosis tardia.

Brevemente, cardiomiocitos adultos de rata fueron sembrados en una micro-placa de
6 canales “u-Slide VI 0,4, de IBID”. Las células fueron incubadas normalmente, se les
realizdé los tratamientos oportunos y el protocolo de I/R descrito anteriormente.
Posteriormente las células fueron tratadas in vivo; Se incubaron con 100 pl del binding
buffer proporcionado por el kit, con 1 pul de Annexin-FITC durante 1 hora. Entonces se
anadie 1 pl de IP y se incuba durante 15 minutos mas. Después de los lavados se
procede a la toma de imagenes de fluorescencia en el microscopio confocal “Leica TCS
SP2”. Se tomaron 5 imagenes por condicion y en 5 experimentos diferentes usando el
objetivo HCX Pl Apo CS 40x mediante proyeccion maxima en el eje z. Las imagenes
fueron analizadas mediante el programa “Image J” para cuantificar el porcentaje
respecto del total de células: i) sin marcaje (viables), ii) marcadas sélo con Annexin-

FITC (apoptosis) y iii) marcadas con IP (necrosis).
C.9. Actividad de las Caspasas 3/7, 8y 9.

Para determinar la actividad de las caspasas usamos el kit Caspase-Glo de
Promega: i) TB323 para caspasas 3/7, ii) TB332 para caspasa 8, iii) TB333 para caspasa
9. El ensayo proporciona un sustrato sensible de cada caspasa con actividad luciferina
al ser degradado, y una luciferasa termoestable. La actividad luciferasa es proporcional
a la actividad de la caspasa de cada ensayo. Cultivos de cardiomiocitos tratados y
sometidos al protocolo de I/R descrito fueron utilizados para extraer proteinas

mediante lisado celular. Los extractos de proteinas fueron estabilizados en nitrégeno
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liquido y conservados a -80 2C hasta el momento del ensayo. En una placa de 384
pocillos se cargd 10 pl de proteinas a 1,5 pg/ul junto con 10ul del agente. Se cargaron
5 réplicas de cada condicién, y se incubaron durante 90 minutos a temperatura
ambiente. La sefal luminiscente fue detectada en el luminédmetro “Luminoskan Ascent
microplate Luminometer”(Thermo Scientific) cada 15 minutos. La cuantificacién y

analisis fue realizado con el programa Sigmaplot.
C.10. Ensayo de citotoxicidad por deteccion de LDH.

Como medida de la citotoxicidad o muerte celular de nuestros cultivos
realizamos un ensayo de deteccion de los niveles de actividad de la enzima Lactato
deshidrogenasa (LDH) presente en el medio extracelular. Esta enzima estd presente
normalmente en el citoplasma de las células vivas y se libera en el medio de cultivo
celular al permeabilizarse la membrana de las células muertas. Para ello recogimos los
medios de cultivo de cardiomiocitos sometidos al protocolo de I/R tratados y sin tratar
con Ucn. Este medio fue centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos a 49C para
eliminar posibles restos celulares, y el sobrenadante obtenido fue congelado en
nitrégeno liguido y guardado a -80 9C hasta la realizacion del ensayo. Para medir la
actividad LDH utilizamos el kit “LDH cytotoxicity assay Kit (601170)” de Cayman segun
el protocolo: en una placa de 96 pocillos afiadimos 50 ul de medio de cultivo y 50 ul de
la mezcla de reaccién del kit e incubamos durante 30 minutos. Posteriormente se
procede a la lectura de la absorbancia a 490 nm. Después de sustraer los valores
correspondientes al blanco cada valor fue referido al valor de maxima citotoxicidad y

mostrado en porcentaje.

C.11. Busqueda bioinformatica de genes dianas para los

microRNAs.

Para determinar las posibles dianas de los microRNAs que obtuvimos mediante
el array de expresion realizamos un analisis bioinfomatico mediante software libre:

miRBASE, DIANA, TargetScan, PicTar, miRanda.

Las predicciones se basan en los hibridos que se forman entre el microRNA y el

MRNA. Estos hibridos se calculan mediante modelos termodindmicos “minimum free
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energy algorithm” y donde se buscan algunas propiedades importantes como la
energia libre, existencia de una regidon semilla (seed region), numero de
desemparejamientos, numero de bucles, pero también la “accesibilidad” de la

estructura secundaria y la interaccidn entre varias dianas en la misma 3’ UTR.

La prediccidn de dianas de microRNAs se basa fuertemente en la presencia de
un “seed” (emparejamiento perfecto de los 7 primeros nucleétidos entre el extremo 5’
del microRNA vy la regién 3’ UTR) aunque se estima que aproximadamente el 40% de
todas las dianas no tienen “seed” sino regiones compensatorias, es decir muchos

emparejamientos entre el extremo 3’ del microRNAy la UTR 3’

Cada software tiene un algoritmo determinado donde se prima una u otra
propiedad, y debido a la gran cantidad de variables en juego es habitual encontrar
grandes diferencias entre los resultados de uno u otro programa. En nuestra busqueda
bioinformatica realizamos el andlisis con 5 softwares diferentes y elegimos aquellos
genes diana que cumplieran los siguientes requisitos: i) que estuvieran dentro de los
15 primeros resultados de cada programa bioinformatico. ii) que estuvieran presentes
en al menos 2 algoritmos diferentes. iii) que el gen tuviera una descripcién en la
bibliografia cientifica que lo relacionara con alguna patologia cardiovascular,

preferentemente las relacionadas con dafios por IAM o remodelado ventricular.

De esta manera obtuvimos una relacién de genes candidatos a ser dianas de los
microRNAs seleccionados. Para poder demostrar in-vivo que estos genes eran de
verdad dianas de nuestros microRNAs analizamos la diferencia de expresion de dichos
genes en cardiomiocitos neonatales de rata en los que sobre-expresabamos el

microRNA de interés mediante un vector lentiviral.
C.12. Produccion de lentivirus de sobreexpresion de microRNAs.

C.12.1. Construccion de los vectores pSD-lenti_125, pSD-lenti_139, pSD-lenti_324.

El vector pSD fue cedido por el grupo del Dr. Pintor-Toro del instituto de
investigacidon Cabimer bajo la autorizacion de su creadora la Dra. Collins. El vector pSD
tiene una zona de multiclonning-site con las dianas de restriccion BamHI-Notl que

utilizamos para clonar la secuencia pre-miRNA de unas 500 pb de nuestros microRNAs.
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La secuencia de cada pre-miRNA fue obtenida de la web miRBase. Disefilamos primers
de PCR para las regiones flanqueantes anadiéndole la secuencia de restriccion BamHI

en la region 3" y la secuencia Notl en la regién 5.

PSIN-DUAL-microRNA-GFP2

AD-.miR 12523.G3
pSD-miR_125a-GFP

pSD-miR_139-GFP +  p891 ¢ pVSVG
pSD-miR_324-GFP

~
Cotransfeccion en células A293T

|

LENTIVIRUS

Figura Cl. Esquema del plasmido de sobreexpresién de microRNAs pSIN-DUAL-microRNA-GFP2 para la
produccién de lentivirus.

Realizamos una PCR con dichos primers sobre DNA de rata extraido de la cola
de rata mediante PCRTail (Viagen) para amplificar cada pre-miRNA clonado. El
producto de PCR se utilizé directamente para ligar en el plasmido pGEM-T que esta
optimizado para clonar productos de PCR. Posteriormente procedimos a realizar las
digestiones con las enzimas de restriccion BamHl y Notl tanto en nuestras

construcciones pGEM-T_lenti_(125, 324, 139) como en el vector pSD_GFP.

En ambos casos el corte con BamHI-Notl fue analizado por electroforesis en
geles de agarosa al 1,5% donde confirmamos la presencia de un inserto de unas 500 pb
y una banda superior de 3Kb en el caso del pGEM-T y de unas 10Kb en el caso del pSD-
GFP.

Tanto la banda de 500pb de nuestros pre-miRNAs como la banda de 10kb del
pSD fueron aisladas del gel de agarosa y purificadas por el kit “QlAquick gel extraction

kit” de Qiagen.

Realizamos una ligaciéon de nuestros pre-miRNAs y el plasmido pSD con los
extremos BamHI y Notl y obtuvimos una serie de clones positivos que fueron
confirmados por la misma restriccidon en gel de agarosa y mediante secuenciacion en

“Secugen SL”.
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C.12.2. Produccién de los virus.
Utilizamos un sistema lentiviral que consta de 3 plasmidos lentivirales:

i) p8.91. Contiene los genes virales estructurales, de replicacion, y regulacion
del virus.

ii) pVSV-G. Expresa la envuelta glicoproteica del virus VSV desde un promotor
de CMV, reemplazando el gen “env” del lentivirus.

iii) pSD-lenti_(125, 139, 324). Plasmido de sobreexpresion donde se clona el

pre-miR de interés y que ademas expresa GFP.

Estos tres plasmidos fueron cotransfectados en células HEK mediante CaCl2 usando
el kit CalPhos de Cultek. Se prepara una mezcla de transfeccién con 3 pg del pldsmido
p8.91, 6 ug del pVSV, y 9 pg del pSD-lenti, y 85 pl de la solucién de Ca®** 2M en 700 pl
totales. Luego se anade gota a gota 700 ul de HBS (50 mM Hepes, 280 mM NaCl, 1,5
mM Na,HPQy4, ph 7) y se incuban 10 minutos a temperatura ambiente. Acto seguido se
anade poco a poco sobre 10 ml de medio de cultivo directamente en la placa de cultivo
de 15 cm y se dejan en el incubador toda la noche. A la mafiana siguiente se cambia el
medio y se deja de nuevo 48 horas en cultivo. En este momento se recoge el medio de
cultivo y se ultracentrifuga a 50000 g durante 2 horas. El precipitado se resuspende en

100 pl de PBS con 1% de BSA y se procede al titulo de los virus.

Para titular los virus obtenidos se realizaron diluciones seriadas de particulas
virales utilizadas para infectar un cultivo de cardiomiocitos neonatales de rata
sembrados en una placa de 24 pocillos. A las 24 horas se analizé la expresién de GFP
por microscopia fluorescente invertida hasta detectar la menor dilucién de virus que
consigue infectar el 100% de células, y extrapolando el tamafo del pocillo de la placa
de 24 al que usaremos en los experimentos, placas de 6 pocillos, obtuvimos la cantidad

de virus que tenemos que usar para cada construccion lentiviral.
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Figura C2. Imagenes de cultivos de cardiomiocitos neonatos de rata infectados con dosis crecientes de lentivirus de
sobreexpresion de miR-125a, miR-139-3p y miR-324. Y graficos de cuantificacion de la expresién de dichos microRNAs
respecto a células infectadas con el vector control.

En la figura C2 se muestran imagenes de microscopia de fluorescencia de
cultivos de cardiomiocitos infectados con diferentes dosis de lentivirus donde puede
verse como la gran mayoria de células del cultivo estan marcadas en verde, debido a la
proteina GFP que actua como “reporter” en el vector lentiviral usado. Ademas se
presenta un grafico con la cuantificacion de los niveles de cada microRNAs en los
cultivos infectados con cada lentivirus. En todos los casos se consigue un aumento en

la tasa de cambio de cada microRNA al menos seis veces mayor.
C.12.3. Infeccion de cardiomiocitos con lentivirus de sobreexpresion de microRNAs.

Aislamos y sembramos 1,8 millones de cardiomiocitos neonatales de rata por
pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos. A las 48h de la dispersién afiadimos la
cantidad estimada en el titulo de particulas virales sobre 1 ml de medio de cultivo. Se
incubd durante 16h en el incubador de cultivo hasta la mafiana siguiente, donde

comprobamos por microscopio de fluorescencia invertido la calidad de infeccion de

54



nuestro cultivo. Y en el caso de haberse obtenido una alta eficiencia de infeccidon se

procede a la extraccidon de RNA.

C.13. Estudio de los microRNAs circulantes en pacientes con

IAM reperfundido: estudio miR-IAM.

El estudio miRIAM es un estudio prospectivo longitudinal con seguimiento a un
ano, cuyo objetivo es determinar la cinética de liberacion de los microRNAs en
pacientes sometidos a angioplastia primaria (ACTP) tras infarto agudo de miocardio
con elevacién del segmento ST (STEMI) durante las primeras 48 h de ingreso. Y a largo
plazo correlacionarlo con aparicion de remodelado adverso e insuficiencia cardiaca,
para lo cual se realiza un seguimiento clinico con técnicas de imagen de ecografia al
alta, una prueba RMN a los 30 dias del alta y una prueba ecocardiografica un afio

después.

Los criterios de inclusion son lo suficientemente estrictos para obtener una
cohorte muy homogénea, y donde la liberacion de microRNAs sea debida
exclusivamente a un proceso de I/R. Los criterios de inclusion fueron: Edad <75 afios,
IAM de localizacion anterior con menos de 6 horas de evolucidén en el momento de
empezar la coronariografia, y flujo TIMI 0-1 en la arteria responsable del infarto. Y los
criterios de exclusion: historia previa de cardiopatia isquémica, negativa a participar en
el estudio por el paciente o insuficiencia renal con filtrado glomerular menor de 30

ml/min.

Como grupo control se incluyeron pacientes a los que se les realizdé
coronografia por dolor tordcico que resultaron sin afectacion de las arterias coronarias.
En el momento de realizar estos experimentos contamos con una cohorte de 10

pacientes y 8 controles.

De forma mas especifica el objetivo del estudio era comparar los microRNAs
presentes en el momento justo antes de realizar la intervencién de ACTP, frente a las
muestras obtenidas tras la reperfusion, de modo que podamos describir qué
microRNAs son liberados especificamente por el proceso de reperfusion. El protocolo

para la obtencién de las muestras de sangre fue el siguiente: a cada paciente se le
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extrajeron 2 muestras de sangre periférica en los siguientes momentos: Oh justo antes

de empezar el cateterismo, y 3h, 12h, 24h y 48h después de la ACTP.

En cada punto temporal se extrajeron dos muestras de sangre: una dedicada a
la obtencién del suero (tubo “clot activator” con 9 ml de sangre) para el analisis de
microRNAS en el laboratorio, y la otra (tubo “lithium heparin” con 4 ml de sangre) para
las siguientes determinaciones bioquimicas realizadas en el laboratorio del hospital:

CPK, Tn T ultrasensible, y NT-proBNP.

En el estudio miRIAM la determinacién del perfil de expresion de los microRNAs
presentes en el suero de pacientes se realizd mediante arrays de expresién, sin
embargo en lo que concierne a esta tesis hicimos una determinacién directa de los
microRNAs miR-125a, miR-139-3p y miR-324, mediante gRT-PCR tal como se describid

en el apartado correspondiente.

C.14. Analisis de datos.

Cada experimento ha sido repetido al menos 5 veces independientes a no ser
que se indique expresamente lo contrario. Los datos fueron normalizados respecto al
resultado en los controles no tratados designados como 100% en la mayoria de los
casos. Todos los resultados han sido presentados como la media + desviacién estandar.
La comparacién entre el grupo control y el grupo con tratamiento se llevé a cabo
mediante el analisis por el test de t-Student si los datos se ajustan a una desviacion
normal o por el test de Mann-Whitney en caso contrario. Las medias entre diferentes

grupos tratados se compararon mediante el analisis de la varianza (ANOVA).
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D. RESULTADOS

La Urocortina es un péptido con cardcter cardioprotector, producido y liberado
de manera enddgena por las células cardiacas en una situacidon de estrés como es el
caso de un infarto agudo de miocardio. Esta tesis se centra en el estudio de
Urocortina-1 (Ucn), la cual administrada de forma exdgena proporciona a diferentes
niveles proteccién frente a los dafios de I/R. Veremos primero cémo la aplicacion de
Ucn en un modelo animal de I/R in vivo produce una mejor recuperacion de la
contractilidad del corazén medida mediante la fraccion de eyecciéon por
ecocardiografia. Esto se reproduce en corazén aislado en sistema Langendorff donde
obtenemos una mejor recuperacion de los parametros hemodinamicos tras una I/R.
Posteriormente nos centramos en los efectos a mas largo plazo sobre la supervivencia
y muerte celular de los cardiomiocitos, y tratamos de profundizar en los cambios de
expresion génica y su regulacion, incluyendo en este contexto la caracterizacién de

nuevos microRNAs que participan en las vias de sefializacion de Ucn.

D.1. Estudio de Urocortina en un modelo animal de

isquemia/reperfusion in vivo.

D.1.1. El daiio por isquemia en un modelo animal aumenta los niveles de Urocortina

en sangre y del receptor CRF-R2 en el miocardio.

A continuacion se detallan una serie de resultados obtenidos en un modelo
animal de I/R en rata que ha sido descrito en el apartado de materiales y métodos. El
modelo fue validado como puede verse en la figura 1A mediante cdlculo de la fracciéon
de eyeccién (FE) por ecocardiografia 1 y 6 semanas después de realizar la intervencion,
parametro indicativo de la contractilidad del corazén. Como se puede observar la FE en
un corazon de rata sano se situa alrededor del 70%, valor obtenido siempre para cada
animal antes de realizar la intervencién (Pre). La FE en el grupo de ratas SHAM no varia
en ningun momento tras la intervencién, mientras que se ve significativamente
reducida en las ratas con un IAM de 1 semana, y aun mas reducida a las 6 semanas. En
el grupo de I/R se ve una reduccién significativa de la FE a 1 y 6 semanas, de igual

amplitud. Por su parte la disminucién de la FE es significativamente menor en el
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modelo de I/R respecto al IAM. Es decir la reperfusion reduce el dafio isquémico en el

modelo animal.
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Figura 1. Estudio de los niveles de Ucn y su receptor CRF-R2 en un modelo animal de I/R. A) Estudio
ecocardiografico de la fraccién de eyeccidon para validar el modelo de infarto agudo de miocardio (IAM) y de I/R
tanto a 1 como a 6 semanas. En ambos modelos se muestra una reduccidn de la capacidad contractil, tanto en
IAM como en I/R, respecto a ratas sham. B) y C) Niveles circulantes de los péptidos pro-BNP y Ucn
respectivamente, en el modelo animal de IAM e I/R. D) Imdgenes de Western-blot del receptor de Ucn (CRF-R2)
en muestras de tejido cardiaco en un modelo de IAM e I/R en rata. Y grafico con su cuantificacion respecto a la
tubulina enddgena.

A partir de este modelo obtuvimos muestras de sangre de estos animales y

analizamos la cantidad del precursor del péptido natriurético B (Pro-BNP) y de Ucn
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presente en la fraccién plasmatica. En la figura 1B se observa un aumento significativo
del nivel de pro-BNP en sangre en el grupo de ratas con IAM a 1 semana, lo que nos
sirve de control de dano miocdrdico, y posible aparicion de remodelado o insuficiencia
cardiaca en nuestro modelo. Sin embargo no encontramos mayores niveles de pro-
BNP a las 6 semanas del IAM respecto al grupo sham. Por su parte tampoco en el
modelo animal de I/R encontramos diferencias en el nivel de pro-BNP en sangre

respecto al grupo sham, tanto a 1 como a 6 semanas.

En la figura 1C se observa un incremento significativo de la cantidad de Ucn en
sangre 1 semana después de realizar la lesion tanto en el modelo de IAM como I/R. Sin
embargo a las 6 semanas en ambos casos hay una recuperacién a niveles basales, lo
gue da idea de que la liberacidon de Ucn es un proceso relativamente agudo tras una

lesién isquémica.

Posteriormente analizamos la expresiéon del receptor de Ucn CRF-R2 en el tejido
miocardico de estos animales. En la figura 1D se muestra una imagen representativa
de los WB para el receptor CRF-R2, donde se observa una mayor expresién en las
muestras de IAM e I/R a 1 semana. Como se puede observar en el grafico adjunto estos
valores son estadisticamente significativos a 1 semana, mientras que no se
encontraron diferencias entre las ratas sham y las lesionadas a las 6 semanas, dando
idea de que tanto la liberacién de Ucn como el proceso de sefializacion celular
posterior ocurren a corto plazo tras una lesién isquémica, restableciéndose tiempo

después.
D.1.2. Tratamiento con Urocortina en un modelo de isquemia/reperfusion in vivo.

A continuacién mostramos los resultados de un protocolo de tratamiento
cardioprotector con Ucn en el modelo animal de I/R in vivo. El tratamiento consistié en
la administracion intravenosa de 150 pg/Kg de Ucn 5 minutos antes de liberar la
ligadura de la arteria coronaria, es decir momentos antes de la reperfusién. En la figura
2A mostramos imagenes representativas de ecocardiografias realizadas 1 semana
después de realizar el modelo. Las imagenes de las ratas sham presentan una
diferencia de amplitud entre sistole y diastole que refleja una contractilidad normal. La

cual se ve claramente disminuida en I/R. Sin embargo el tratamiento con Ucn frente a
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I/R mantiene una amplitud mdas parecida a las ratas sham, lo que indica una
recuperacion de la contractilidad del corazén después de la lesion por I/R. En la figura
2B se muestra un grafico con el analisis cuantitativo de estas imagenes representando
la FE. Las ratas sham muestran un valor de FE normal de aproximadamente el 70%.
Dicha FE se ve significativamente reducida en las ratas que sufren una I/R, es decir la
I/R reduce de manera clara la contractilidad del corazdn. En las ratas tratadas con Ucn
frente a I/R la contractilidad aunque no llega a los valores iniciales, es recuperada

significativamente respecto al grupo I/R sin tratar.
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Figura 2. Estudio de la fraccién de eyeccidon en un modelo animal de I/R tratado con Ucn. A) Imagenes
ecocardiograficas de secuencia continua donde se muestra la pérdida de contractilidad del corazén de una rata
sometida a I/R con 1 semana de evolucidon respecto a otra sham, y como es recuperada en una rata a la que se
le administré un bolo intravenoso de 150 pg/Kg de Ucn. B) El grafico muestra la cuantificacion de la fraccion de
eyeccién en dichas condiciones.

D.2. Estudio hemodinamico en corazones de rata sometidos a

isquemial/reperfusion en un sistema Langendorff ex vivo.

D.2.1. Urocortina mejora los parametros hemodindmicos tras una

isquemia/reperfusion.

Para evaluar el efecto cardioprotector de Ucn frente al dafo por I/R sobre los
parametros hemodindmicos del corazén, utilizamos corazones de ratas aislados y
perfundidos ex vivo en un sistema Langendorff. Aplicamos un protocolo de I/R que
consistid en una isquemia de 40 minutos seguido de 1 hora de reperfusién. Como
puede verse en la figura 3A los corazones sometidos a este protocolo de I/R ven

reducida aproximadamente en un 40% su contractilidad después de I/R medida como
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la derivada de la presion sistdlica ejercida por el ventriculo izquierdo en relacién al
tiempo (+dP/dt). En estas mismas condiciones los corazones tratados con 10nM de
Ucn durante todo el protocolo tienen una recuperacion casi total de la contractilidad
después de I/R. Ademas el tratamiento con Ucn produce una mejor recuperacion del
resto de pardmetros hemodinamicos después de I/R. En las figuras 3B y 3C puede
verse respectivamente una menor presion diastdlica final (LVEDP) y menor resistencia

vascular (RV) en los corazones tratados con Ucn frente a I/R sin tratar.

D.2.2. Urocortina realiza su accién cardioprotectora a través de las vias Erk1/2 y

EPAC.

Ucn se une con gran afinidad al receptor CRF-R2 en el tejido cardiaco, receptor
asociado a proteina G que incrementa los niveles de AMP ciclico. Dado que los
principales efectores de AMP ciclico en corazén son la proteina kinasa A (PKA) y EPAC,
quisimos evaluar la implicacion de dichos efectores activados por AMP ciclico sobre la
mejora de la contractilidad obtenida con Ucn frente a I/R en corazones aislados en
sistema Langendorff. En la figura 4A puede observarse como la inhibicién de PKA
mediante la aplicacion de 1 uM de H89 durante el tratamiento de Ucn no altera la
mejora de la contractilidad obtenida con Ucn. Sin embargo al inhibir EPAC mediante 20
UM de Brefeldina-A (BFA) se reduce la recuperacion de la contractilidad conseguida

por Ucn tras I/R, demostrando la implicacion de EPAC en dicho proceso.

Por otra parte se conoce que EPAC activa la via de sefializacion Ras1-Erk1/2
(Keiper, 2004), via que también participa en la sefalizaciéon por Ucn. De modo que
tratamos de determinar si esta via de sefializacién estd implicada en la protecciéon
cardiaca mediada por Ucn. En la figura 4B se puede observar cémo los corazones
tratados con 10nM de Ucn donde ademas se inhibe Erk1/2 mediante la aplicacion de 5
UM de PD obtienen peores valores de contractilidad tras I/R. Esto demuestra que Ucn

actla a través de las MAPK-Erk1/2.
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Figura 3. Registro hemodinamico de corazones de rata montados en un sistema Langendorff. Se realizd un
protocolo de I/R global por cierre de la perfusién durante 40 minutos y posterior reperfusion. Los corazones
tratados con 10nM de Ucn, A) recuperan significativamente la contractilidad tras una I/R reflejada como +dp/dt
(derivada de la presidon en el tiempo), B) tienen una menor presion diastdlica final del ventriculo izquierdo
(LVEDP), y C) menor resistencia vascular (RV).
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Figura 4. Registro de la contractilidad (+dp/dt) de corazones de rata montados en un sistema Langendorff a los
que se les realizo un protocolo de I/R. A) La recuperacion en la contractilidad con el tratamiento de Ucn se reduce
significativamente con la administracién de 20uM de BFA, inhibidor de EPAC, mientras que no se afecta por 1uM
H89, inhibidor de PKA. B) El efecto protector de Ucn sobre la contractilidad se ve contrarrestado con 5uM de PD,
inhibidor de Erk1/2.

D.2.3. Urocortina regula la via MapK-Erk1/2 mediante la fosforilacion de p42/p44.

Para profundizar en las vias de sefializacion implicadas y siendo Erk1/2 un
elemento clave de la sefalizacion celular, realizamos experimentos de Western-blot
(WB) para cuantificar la cantidad de proteina Erk1/2 que estaba siendo fosforilada por
Ucn, activando por tanto la via de sefalizacién dependiente de Erk1/2. Como puede
verse en la figura 5 la aplicacion de 10nM de Ucn en cultivo de cardiomiocitos adultos
sometidos a I/R aumenta la cantidad de proteina fosforilada tanto de la subunidad
p44, como de la p42, de Erk. Como cabe esperar, la aplicacidn en paralelo de Ucn con

5uM del inhibidor especifico PD, impide dicha fosforilacion de Erk1/2. Por tanto Ucn es
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capaz de activar mediante fosforilacion a Erk1/2, lo que promovera la activacion de

toda la cascada de sefializacidon dependiente de Erk1/2.
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Figura 5. Arriba se muestran imagenes de western blot en cardiomiocitos adultos de rata sometidos a I/R en
diferentes condiciones. Abajo la cuantificacion de la fraccion fosforilada (activa) de las proteinas Erk1/2; tanto
p44 como p42, respecto a la cantidad total de erk1/2 (p44 y p42).

Por otra parte como habiamos visto indicios de que Ucn y EPAC estaban
relacionados, quisimos determinar si la activacién de EPAC era capaz de producir la
fosforilacion de Erk1/2. Para ello tratamos células sometidas a I/R con 10 uM de 8CPT,
un activador directo de EPAC. Se puede observar como la activacion directa de EPAC
tiene una tendencia a promover la fosforilacion de Erk1/2. Como control usamos 5 uM

de PD para inhibir especificamente Erkl/2 en las células tratadas con 8CPT, y

comprobamos como en estas condiciones no se producia dicha fosforilacién de Erk1/2,
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por tanto estos resultados parecen indicar que Ucn podria activar Erk1/2 al menos en

parte también a través de EPAC.

D.3. Papel de Ucn sobre la supervivencia celular de los

cardiomiocitos.

D.3.1. Urocortina previene la muerte de cardiomiocitos adultos sometidos a

isquemia/reperfusion.

Como hemos visto hasta ahora la aplicacidon de Ucn tiene un efecto claro sobre
la contractilidad del corazén sometido a I/R, y este se debe al menos en parte a la
activacion de una via de sefalizacién que incluye a EPAC y a Erk1/2. Pero ademas de
los efectos en agudo sobre la contractilidad que tienen que ver principalmente con la
mejora del manejo del Ca®" intracelular (Calderén, 2011), nos interesaba profundizar
en el efecto de Ucn sobre la supervivencia celular a mas largo plazo, ya que la pérdida

de contractilidad del corazén estd asociada a la muerte celular de cardiomiocitos.

Para ello realizamos un ensayo de supervivencia celular mediante trypan blue
sobre cultivos de cardiomiocitos adultos sometidos a un protocolo de I/R in vitro. En
nuestros cultivos celulares de cardiomiocitos la aplicacién de 10nM de Ucn previene la
muerte celular de dichos cardiomiocitos tras una I/R. En la figura 6 se pueden observar
imagenes de cultivos de cardiomiocitos sometidos a I/R tras 18 horas de reperfusion.
Respecto a la situacidén control, el cultivo sometido a I/R presenta un numero
significativamente mayor de células no viables o muertas. Células morfolégicamente
identificables por un aspecto hipercontraido y que ademas incorporan Trypan blue
debido al dafio en sus membranas. Sin embargo cuando el cultivo de cardiomiocitos
sometido a I/R es tratado con 10nM de Ucn se obtiene una mayor proporciéon de
células viables y significativamente menor marcaje de Trypan blue. Como puede
observarse en la grafica de la misma figura 6 los inhibidores de Erk1/2 (PD) y EPAC
(BFA) reducen el efecto beneficioso de Ucn sobre la supervivencia, volviendo a

encontrarse un mayor numero de células no viables marcadas con Trypan blue.
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Figura 6. Arriba se muestran imdgenes de cardiomiocitos adultos en cultivo en situacién control, sometidos a I/R,
y tratados con 10nM de Ucn. El tratamiento con Ucn mejora la supervivencia celular disminuyendo
significativamente el porcentaje de células no viables. Abajo se muestra un grafico con la cuantificacién del
porcentaje de células no viables marcadas con trypan blue respecto del total en diferentes tratamientos.

De forma paralela recogimos los sobrenadantes de estos mismos cultivos, y
analizamos mediante un ELISA los valores de LDH liberado al medio de cultivo. Una
mayor presencia de LDH en el medio es indicativa de mayor citotoxicidad o muerte
celular, principalmente por necrosis, ya que implica rotura de la membrana plasmatica.
Consistentemente con los resultados anteriores, la figura 7 muestra como los
sobrenadantes de cultivos sometidos a I/R tenian niveles significativamente mayores
de LDH respecto a la condicion control. Es decir el proceso de I/R tiene un claro efecto
citotéxico produciendo un aumento en la mortalidad de los cardiomiocitos. El
tratamiento con 10nM de Ucn frente a I/R reduce significativamente el nivel de LDH
liberado al medio de cultivo, lo que sugiere que Ucn es capaz de proteger frente a I/R
disminuyendo la muerte celular o citotoxicidad. Ademas cuando inhibimos Erk1/2 con
5uM de PD durante el tratamiento con Ucn, se produce de nuevo una mayor liberacién

de LDH, reduciendo significativamente el efecto citoprotector de Ucn frente a I/R.
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Figura 7. Ensayo de citotoxicidad tipo ELISA por deteccion de LDH en el sobrenadante de cultivos de
cardiomiocitos adultos de rata sometidos a I/R. El tratamiento con 10nM de Ucn disminuye los niveles de LDH en
el medio celular tras I/R, lo que implica una menor muerte celular.

Sin embargo no hemos podido demostrar la implicacién de EPAC en la mejora
de la muerte celular mediante el analisis de la liberacién de LDH. La activacion de EPAC
directamente con 8CPT no provocd ningln cambio en la liberacién de LDH respecto a
la situacion inicial de I/R. La inhibicidon de EPAC con un inhibidor especifico llamado ESI-
05 a 10 uM no consiguio afectar de forma significativa la mejora conseguida en el
tratamiento con 10 nM de Ucn sobre la disminucién de los niveles de LDH, aunque los
datos muestran una tendencia hacia una mayor presencia de LDH en el medio cuando

se aplica ESI-05 junto con Ucn.

D.3.2. Urocortina provoca un cambio en el tipo de muerte celular disminuyendo la

necrosis y aumentando la apoptosis.

Para proOfundizar en la acciéon de Ucn sobre el proceso de muerte celular tras
I/R realizamos una serie de experimentos para evaluar el tipo de muerte celular que
presentaban los cardiomiocitos después de I/R. Para ello sometimos a los
cardiomiocitos al protocolo de I/R simulada con los diferentes tratamientos. A las 18h
realizamos en vivo un marcaje con anexina-V para marcar los residuos de
fosfatidilserina en la membrana plasmatica de las células en apoptosis, y con IP para
marcar las células que han muerto y por tanto ya no tienen integridad en sus

membranas.
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Figura 8. Ensayo de Anexina-V/IP en cultivos de cardiomiocitos adultos de rata sometidos a I/R. Las imdgenes
muestran dos cultivos de cardiomiocitos con marcaje de anexina-V en verde y ioduro de propidio (IP) en rojo, en
situacion de I/R, e I/R tratado con 10nM de Ucn. Abajo se muestra la cuantificacion del nimero de células viables,
apototicas y necréticas en cada condicidn.

Como puede verse en la figura 8 los cultivos sometidos a I/R tienen el 40% de
sus células marcadas exclusivamente con IP, lo que significa que tras una I/R la mayoria
de las células mueren por necrosis. Asi el porcentaje de células con marcaje de
anexina-V es menor al 20%. Sin embargo cuando las células son tratadas con 10nM de
Ucn, tal y como esperabamos aumenta considerablemente el nimero de células
viables, disminuyendo a la vez el porcentaje de células marcadas con IP que mueren
por necrosis. Pero ademas de forma paralela, el tratamiento con Ucn aumenta

sorprendentemente la cantidad de células que expresan Annexina-V como marcador

de apoptosis. De modo que Ucn no sélo aumenta la supervivencia celular, sino que
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ademas promueve que de ocurrir, la muerte celular ocurra mediante el proceso de
apoptosis en lugar de necrosis, un mecanismo de muerte mas fisiolégico, y que genera

menos dafios secundarios al resto del tejido.
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Figura 9. Cuantificacion de los ensayos de Anexina-V/IP en cultivos de cardiomiocitos adultos de rata sometidos a
I/R en diferentes tratamientos. La aplicacion de 5uM PD o 10uM de ESI, junto con 10nM de Ucn disminuye la
mejora en la supervivencia celular amentando significativamente el niumero de células en necrosis. La aplicacion
de 10uM de 8CPT recapitula el efecto protector de Ucn.

Posteriormente evaluamos la implicacion de Erkl/2 y EPAC sobre los
mecanismos de muerte celular. La figura 9 muestra un grafico con el andlisis
cuantitativo de estos mismos experimentos de IP/Anexina-V en cardiomiocitos adultos
sometidos a I/R en diferentes condiciones. El tratamiento con 5 uM de PD para inhibir
la actividad de Erk1l/2 en células protegidas con 10nM de Ucn reduce
significativamente la mejora en la viabilidad respecto al tratamiento normal con Ucn.
Ademas el tratamiento con PD aumenta significativamente la cantidad de células que
mueren por necrosis respecto al tratamiento con Ucn, mientras que no hay diferencias
en el niumero de células marcadas con anexina-V. Estos resultados parecen indicar que

Ucn necesita de la actividad de Erk1/2 para mejorar la supervivencia celular, pero no

interviene en el cambio de muerte de necrosis por apoptosis. Por tanto el aumento de
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la supervivencia de los cardiomiocitos y el cambio en el tipo de muerte celular tras una

I/R parecen ser dos mecanismos independientes.

De igual manera evaluamos el papel de EPAC sobre el tipo de muerte celular en
el proceso de I/R. En la figura 9 se muestra cdmo al utilizar 10 uM de ESI-05 para
inhibir EPAC durante el tratamiento con Ucn se produce una disminucion de la
viabilidad celular respecto al tratamiento normal con Ucn, que se acompaiia ademas
de un aumento del numero de células necrdticas. Sin embargo mientras que PD no
parecia tener efecto sobre la apoptosis, ESI-05 si reduce significativamente el nimero
de células con marcaje de anexina-V. Segun estos datos EPAC parece estar implicada
en el efecto protector de Ucn sobre la supervivencia celular y la induccién de
apoptosis. De hecho cuando realizamos un tratamiento con 8CPT en células sometidas
a I/R, la activacién directa de EPAC consigue una clara mejora de la supervivencia
celular, ademas de disminuir el grado de necrosis, aumentando la apoptosis,

realizando un efecto similar al observado durante el tratamiento con Ucn.

D.3.3. Urocortina provoca un aumento en la actividad de las caspasas 3/7 y 9, pero

no sobre la caspasa 8.

Con el objetivo de profundizar en la posible funcidon de Ucn sobre la induccién
de la apoptosis realizamos una serie de experimentos para cuantificar la actividad de
las caspasas como proteinas efectoras en el proceso de apoptosis. Realizamos un
ensayo de actividad de las caspasas 3/7, 8 y 9 en cultivos de cardiomiocitos sometidos
a I/R. Como puede verse en la figura 10 la aplicacién de 10nM de Ucn resulta en un
incremento estadisticamente significativo de la actividad tanto de las caspasas 3/7,
como de la caspasa 9. Sin embargo no se observan cambios significativos en la

actividad de la caspasa 8.

Ademas el incremento en la actividad de las caspasas 3/7 y la caspasa 9 durante
el tratamiento con Ucn se ve significativamente inhibido con la aplicacién de 5 uM de
PD, el inhibidor de Erk1/2. Por su parte no obtuvimos resultados significativos sobre el
papel de EPAC en la actividad de las caspasas, ni al activar directamente EPAC con

8CPT, ni al inhibirlo con ESI-05 durante el tratamiento con Ucn.
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En resumen Ucn estaria protegiendo el corazén tras un proceso de I/R
mediante un incremento de la supervivencia celular a 2 niveles: por un lado Ucn evita
gue las células mueran, reduciendo el nimero de células que mueren por necrosis tras
una I/R, y por otro lado en aquellas células con un dafio irreparable que no pueden
evitar la muerte, Ucn favorece la entrada en un proceso de muerte mas fisioldgico,

como es la apoptosis.
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Figura 10. Ensayo de actividad de caspasas en cultivo de cardiomiocitos adultos de rata sometidos a I/R. A) La
aplicacion de 10nM de Ucn sobre células sometidas a I/R aumenta la actividad de las caspasas 3/7, y B) caspasa 9.
C) Ucn no modifica la actividad de caspasa 8.
La proteccién miocardica mediada por Ucn a través del aumento de la
supervivencia de los cardiomiocitos tras I/R puede explicarse por ejemplo por el mejor
manejo del Ca** intracelular después de I/R. Sin embargo el mecanismo por el que se

favorece la induccion de otro tipo de muerte celular, en este caso programada, como

es la apoptosis, implica necesariamente otro tipo de mecanismos celulares que tienen
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gue ver con cambios de expresidn génica, regulaciéon postrancripcional, etc. Y sobre

este proceso trataremos de profundizar de aqui en adelante en esta tesis.

D.4. Urocortina desencadena una compleja regulacion

transcripcional.

D.4.1. Urocortina actua sobre la expresion de genes involucrados en el proceso de

muerte por apoptosis.

En base a los resultados anteriores realizamos una serie de experimentos para
tratar de descubrir si la aplicacion de Ucn estaba actuando a mas largo plazo sobre la
supervivencia celular mediante la regulacidn transcripcional de genes implicados en el

proceso de muerte celular por apoptosis.

Realizamos un semi-array de expresion génica mediante placas predisefiadas
para cuantificar la expresion de una bateria de genes relacionados con la apoptosis.
Utilizamos un pool de RNAs procedentes de 4 cultivos diferentes de cardiomiocitos
adultos de rata sometidos al protocolo de I/R y lo enfrentamos a otro pool equivalente
de cultivos sometidos al mismo protocolo de I/R, pero tratados con 10nM de Ucn.
Realizamos una cuantificacion relativa de la expresién de dichos genes mediante gRT-
PCR y de este modo determinamos cuanto cambia la expresién de cada gen debido al
tratamiento con Ucn. En la figura 11 se presenta la tasa de cambio positiva o negativa
para cada gen en el tratamiento con Ucn frente a I/R. Los genes CD40-Lg, Bad, Dffb,
Caspl4 y Lta, con un cambio de expresion mayor al doble (0,3 en escala logaritmica)

fueron considerados para una posterior validacion por qRT-PCR.

73



Bad
DIfb
Caspl4a
La
Tp73
Tp63
Tnf
Cideb
Caspd
Hrk
Bellald
Fas
Polb
e
Caspl2
Cdao
Belaty
Naip2
Gaddasa
Tnfrsflib
Casp3
apall
1o
Caspb
Casp8ap2
BcilO
Faim
Cflar
Tps3
Dad1
Dffy
Caspl
Faslg
Card10
BircS
Pycard
Mapk8ipl
Bnip3
Bel2ill
Bel2
Bok
Tnfrsf10
Bid
prok2
Bel212
Casp9
Xiop
Tral2
Ripk2
Cardé
Apis
Tnfrsfi0Ob
Fadd
Macll
Prax2
Tnflesflb
Bak1l
Cidea
Casp8
Trafa
Ltbr
Dapkl
Sphk2
TpS3bp2
Bnipl
Birc3
Bax
Bnip2
Tradd
Bagl
Tofrsfla
Lhxa
Tnfrsf12
Traf3
Cradd
Bik
Nikb1
Casp?
LOCB87813
Bel2il
Aven
Casp2
Nol3

II I |I] II II_Illl lll U T T T rw s v e e e R a8 8 N 0 1 | III I ll I I I | I | |||

CDA0Ig

1
[y

1
(o)
o
<]

0,5

Log (Tasa de Cambio)

Figura 11. Semi-array de expresion de genes involucrados en el proceso de muerte celular por apoptosis en
cardiomiocitos adultos de rata sometidos a I/R. Se muestra la tasa de cambio en escala logaritmica en

cardiomiocitos tratados con Ucn durante I/R frente a no tratados.
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D.4.2. Urocortina aumenta la expresion de CD40-Lg, XIAP y BAD a nivel de mRNA y

proteina.

Para validar los datos obtenidos en el anterior array, realizamos una tanda de
experimentos sobre 7 cultivos de cardiomiocitos adultos sometidos a I/R donde se
realizé el tratamiento habitual de 10nM de Ucn para determinar mediante ensayos

individuales de qRT-PCR la expresidn de los genes CD40-Lg, Dffb, Casp14, Lta y Bad.

Como puede verse en la figura 12A y la figura 13A, el tratamiento con 10nM de
Ucn aumenta significativamente la expresion de CD40-Lg y BAD respectivamente,
validando para estos dos genes los resultados del array mostrado anteriormente. Por
su parte no encontramos diferencias significativas en la expresién de Dffb, Caspl4 y

Lta.

Al estudiar la funcion de CD40-Lg encontramos que su expresion estaba
posiblemente ligada a otro gen llamado XIAP. Ambos genes se encuentran en la misma
localizacién cromosdmica, de forma consecutiva y con muy poco espacio de
separacion, de modo que algunos autores proponen que ambos genes pueden estar
regulados por el mismo promotor (Malarstig, 2006). XIAP ademads es un gen bien
caracterizado con una funcién antiapoptotica bien establecida, y que casualmente
habia salido sefialado en un array previo realizado por el grupo de Barry, 2010, en un
tratamiento con Ucn. De modo que aunque en nuestro analisis previo XIAP no habia
tenido un cambio de expresidon importante, decidimos cuantificarlo de forma
individual. Efectivamente en la figura 12B se puede observar como el tratamiento con
10nM de Ucn aumenta significativamente la expresiéon de XIAP en cardiomiocitos

adultos sometidos a I/R.

Para corroborar los resultados anteriores se realizaron experimentos de WB
para cuantificar la expresién de estos genes a nivel de proteina. Como puede verse en
las imdagenes de la figura 12C, y en la cuantificacidn grafica de la figura 12D y 12E, el
tratamiento con 10nM de Ucn aumenta la expresidon a nivel de proteina tanto de
CD40-Lg como de XIAP respecto a I/R tomando como control endégeno la expresion de

la proteina GAPDH.
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Figura 12. Ucn regula la expresion de XIAP, CD40-Lg en cultivo de cardiomiocitos adultos de rata sometidos a I/R.
A) Cuantificacién de la expresion mediante qRT-PCR del mRNA de CD40-LG, y B) XIAP. C) Imagenes de WB de los
niveles de las proteinas XIAP y CD40-Lg. D) Cuantificacion mediante WB del nivel de la proteina XIAP. E)
Cuantificacién mediante WB del nivel de la proteina CD40-Lg.

Para analizar la expresién de BAD a nivel de proteina se cuantificé la fraccion
total de BAD vy la fraccién fosforilada, en este caso inactiva, frente a la proteina
endégena GAPDH. Como se observa en la figura 13B el tratamiento con 10nM de Ucn
aumenta significativamente la fraccidon total de la proteina BAD, mientras que la

fraccion fosforilada (inactiva) no cambié en ninguna de las condiciones (figura 13C).

Estos resultados demuestran que el tratamiento con 10nM de Ucn aumenta la
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expresion de BAD, ya que hay una mayor cantidad de mRNA que se corresponde con
una mayor cantidad de la proteina total. Y ademads, como se observa en la figura 13D

este aumento de expresion se refleja en una mayor cantidad de la fraccidn de proteina

libre activa.
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Figura 13. Ucn regula la expresién de BAD en cultivo de cardiomiocitos adultos de rata sometidos a I/R.
A) Cuantificacion de la expresién mediante gRT-PCR. Ucn aumenta los niveles de mRNA de BAD. B) Imagenes de
WB de los niveles de las proteinas BAD y phospho-BAD y cuantificacién de BAD total. C) Cuantificacion mediante
WB del nivel de la forma fosforilada de BAD. D) Cuantificacién mediante WB del nivel de la proteina BAD libre sin
fosforilar.

77



Para analizar la posible implicacion de Erk1/2 y EPAC cémo las vias de
sefalizaciéon que estaban regulando dichos cambios de expresion, realizamos los
mismos experimentos utilizando inhibidores especificos. Como puede verse en la
figura 12A y 12B, tanto en qRT-PCR como en WB, ambas proteinas XIAP y CD40-Lg eran
sensibles al tratamiento con 5 UM de PD, el inhibidor de Erk1/2. De modo que Ucn
necesita de la via de sefalizacién de Erk1/2 para realizar el cambio de expresion sobre
XIAP y CD40-Lg. Sin embargo el proceso de regulacién génica de XIAP y CD40-Lg parece
ser independiente de EPAC, ya que no hay cambios significativos en la expresién de
XIAP y CD40-Lg, ni por activacién de EPAC con 10 pM de 8CPT, ni con su inhibicion

mediante 10 UM de ESI-05 durante el tratamiento con Ucn.

En cuanto a la regulacion génica de BAD la figura 13 muestra como el
tratamiento con 5 UM de PD, inhibidor de Erk1/2, no produce cambios sobre la
expresion de BAD a nivel de mRNA, ni proteina durante el tratamiento con Ucn.
Mientras que el aumento de expresién de BAD por 10 nM de Ucn, tanto a nivel de
mRNA, como de proteina total, fue inhibido significativamente por 10 UM de ESI-05, el
inhibidor especifico de EPAC. Ademas el tratamiento con 10 UM de 8CPT que produce
la activacion de EPAC fue capaz de mimetizar el aumento de expresion de la proteina
BAD total producido por Ucn frente a una I/R. Por tanto Ucn parece estar regulando la
expresion génica de BAD, y aumentando la cantidad de proteina BAD activa, a través

de la via de sefializaciéon de EPAC, y de manera independiente de Erk1/2.

D.5. Papel de los microRNAs en la regulacion transcripcional

mediada por Urocortina tras isquemia/reperfusion.

D.5.1. El tratamiento con Urocortina provoca cambios en el perfil de expresion de

microRNAs en el corazén sometido a isquemia/reperfusion.

Desde hace unos afios ha crecido exponencialmente el interés por los
microRNAs hasta convertirse hoy en dia en un area de especial relevancia en el estudio
de multiples patologias. Como hemos visto en el apartado de introduccién los
microRNAs juegan un papel clave en la fisiopatologia isquémica del IAM, asi como en el
desarrollo de los dafios por I/R. En nuestro grupo nos interesé conocer si los

microRNAs estaban participando en el amplio espectro de regulacién transcripcional
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gue desencadena la aplicaciéon de Ucn sobre un tejido miocardico dafiado tras un

proceso de I/R.

Para ello realizamos en primer lugar un micro-array de expresion de microRNAs
sobre muestras de tejido miocardico de corazones aislados y perfundidos en sistema
Langendorff. En la figura 14 se muestran los registros hemodinamicos de los corazones
utilizados para este array de microRNAs. Por una parte los corazones sometidos a 40
minutos de isquemia y posterior reperfusion de 2 horas (I/R), y por otra parte los
corazones sometidos al mismo protocolo de I/R pero tratados con 10 nM de Ucn
durante la reperfusion (Ucn post). En la figura 14A se puede observar como el
tratamiento de Ucn durante la reperfusion mejora la contractilidad mostrada como la
derivada de la presion sistdlica del ventriculo izquierdo (+dP/dt), respecto a la
situacidn control de I/R. En esta figura puede observarse como este tratamiento con
Ucn solamente durante la reperfusion tiene un efecto similar al tratamiento que
hemos estado viendo anteriormente utilizando Ucn tanto antes de la isquemia como
después de la reperfusion (Ucn pre y post). Por otra parte ambas formas de utilizar Ucn
frente a I/R mejoran significativamente la presién diastélica final (Figura 14B) y la

resistencia vascular (Figura 14C) de estos corazones.

Obtuvimos el RNA total de las muestras de miocardio de 4 corazones diferentes
sometidos a un protocolo de I/R y otros 4 sometidos a I/R y tratados con 10nM de Ucn
en post. Mediante un chip de microRNAs de Agilent que permite correr 8 muestras
diferentes analizamos la expresién de 784 microRNAs y realizamos una cuantificacién
relativa de cada microRNA en la condicién de tratamiento con Ucn frente a la situacidn
de I/R. Se realiz6 un andlisis con diferentes controles para su normalizaciéon y

obtuvimos unos resultados de tasa de cambio “Ucn frente a I/R”.

79



0 - +Ucn --{1-- Ucnpost
—&— Ucnprey post
120 —@— IR
100
o
80
o
T 60
+
40
20
0
30 80 130 180 Tiempo (min)
B)
30 - L --{1-- Ucnpost
] —A— Ucnprey post
2
od
I
€ 10
E
a
5 0
S
410
-20 v - v ]
30 80 130 180 Tiempo (min)
Q)
+Ucn =-3-- Ucnpost
200 A x % * —A— Ucnprey post
— —@— IR
oo
T
£ 150 1
S
*
£ 100 Qemedd oo Ll e T
£
>
£ 5 -
>
o
0 - - . v .
30 80 130 180 Tiempo (m|n)

Figura 14. Registro hemodindmico de corazones de rata montados en un sistema Langendorff comparando el
tratamiento con 10nM de Ucn antes de la isquemia (pre y post), y el tratamiento solamente durante la
reperfusion (post). Se realizé un protocolo de I/R global por cierre de la perfusién durante 40 minutos y posterior
reperfusion durante 2 horas. Ambos tratamientos con 10nM de Ucn, A) recuperan significativamente la
contractilidad tras una I/R reflejada como +dp/dt (derivada de la presién en el tiempo), B) tienen una menor
presion diastélica final del ventriculo izquierdo (LVEDP), y C) menor resistencia vascular (RV).

Los resultados del array pueden verse en la figura 15 donde se muestra un
grafico con los microRNAs ordenados por el nivel de tasa de cambio relativa del
tratamiento con “Ucn frente a I/R". La aplicacién de 10nM de Ucn resulté en un
cambio apreciable en el perfil de expresion de microRNAs frente a I/R, encontrandose

en los corazones tratados con Ucn 159 microRNAs sobre-expresados (mostrados en
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verde) y 122 sub-expresados (mostrados en rojo). En la figura 16 se muestra una tabla
completa con los datos en crudo de cada muestra (4 muestras de I/R y 4 muestras de
I/R tratadas con Ucn), el valor de tasa de cambio, y su correspondiente p-Value. Se
muestran sombreados los microRNAs con una tasa de cambio mayor a 1,50 y cuyo p-
value es menor a 0,05. Estos fueron los microRNAs candidatos que analizamos

posteriormente en el proceso de validacién de los resultados del array.
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Figura 15. Array de expresién de microRNAs en corazones de rata sometidos a I/R en sistema Langendorff. Se
presenta la tasa de cambio en escala logaritmica de la expresién de cada microRNA en cardiomiocitos tratados
con 10nM de Ucn, frente a no tratados. En rojo se presentan los microRNAs con valores de tasa de cambio
negativos cuya expresion disminuye con Ucn, y en verde aquellos cuyos valores de tasa de cambio son positivos y
su expresion aumenta.
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Figura 16. Array de expresion de microRNAs en corazones de rata sometidos a I/R en sistema Langendorff.
microRNAs ordenados por mayor tasa de cambio en el tratamiento con Ucn frente a la I /R sin tratar. Se presentan
marcados los microRNas con mayor tasa de cambio que ademas tienen un pValue menor a 0,05 los cuales fueron

elegidos para realizar la posterior validacién meiante gRT-PCR.
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D.5.2. Urocortina modifica significativamente la expresién de miR-125a, miR-139-3p

y miR-324.

Para la validacion de los resultados del array se cuantificé la expresién
individual de cada microRNA mediante ensayos Tagman ¢RT-PCR. Se obtuvieron
muestras de tejido miocardico de 5 corazones de rata aislados y perfundidos en el
sistema Langendorff a los que se sometié al protocolo de I/R y otros 5 con el
tratamiento descrito previamente de 10 nM de Ucn en reperfusion. De cada corazén
se obtuvieron 3 muestras diferentes de tejido y se realizd una extraccion de RNA total,
de modo que obtuvimos 15 replicas de RNA de cada condicién. Se realizé una
cuantificaciéon relativa de la expresién de miR-30c, miR-29a, miR125a, miR139-3p,
miR320 y miR-324 en el miocardio tratado con Ucn frente a I/R, utilizando el gen U87

como control enddgeno.
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Figura 17. Nivel de expresion de ImicroRNAs cuantificados mediante gRT-PCR en corazones de rata sometidos a
I/R en sistema Langendorff. Se presenta la tasa de cambio en escala logaritmica de la expresién de cada
microRNA en los corazones tratados con 10nM de Ucn, frente a los no tratados.

En la figura 17 se muestran los niveles de expresién de dichos microRNAs en el

tratamiento con Ucn frente al valor basal de I/R. La aplicacién de 10nM de Ucn

aumenta significativamente la expresién de miR-125a y miR-324 frente a I/R, mientras
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gue inhibe la de miR-139-3p. Por su parte los microRNAs miR-30c, miR-29a, y miR-320

no muestran cambios significativos.

Posteriormente realizamos una cuantificaciéon de estos microRNAs sobre
cultivos de cardiomiocitos adultos de rata tratados con dosis crecientes de Ucn para
comprobar por una parte que dichos microRNAs son expresados especificamente por
los cardiomiocitos, y por otra parte que de forma aislada Ucn era capaz de modificar su
expresion. Se realizé una cuantificacion relativa de cada dosis de Ucn frente a la

situacion basal o control sin Ucn mediante Tagman qRT-PCR.
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Figura 18. Nivel de expresidon de mirl25a, mir324 y miR-139-3p en cultivo de cardiomiocitos adultos de rata
tratados con dosis crecientes de Ucn, cuantificados mediante qRT-PCR.

Como se observa en la figura 18A la aplicacién de 10nM de Ucn consigue
aumentar significativamente los niveles de miR-125a en los cardiomiocitos,
produciéndose un mayor aumento con la aplicaciéon de 50nM. Por su parte en la figura
18B se muestra cdmo la expresiéon de miR-324 se ve aumentada significativamente
desde concentraciones tan bajas como 2nM de Ucn, produciendo el mismo efecto las
dosis de 10y 50 nM. En cuanto a miR-139-3p, en la figura 18C se muestra cémo Ucn no
provoca cambios significativos de expresién sobre los cardiomiocitos en situacion

control.

D.5.3. Urocortina revierte los cambios en la expresion de miR-125a, miR-139-3p, y

miR-324 tras I/R.

Para profundizar en el conocimiento de estos microRNAs en el proceso de

cardioproteccion de Ucn frente a I/R realizamos cultivos de cardiomiocitos adultos que
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sometimos al protocolo de I/R. Y analizamos la expresion de miR-125a, miR-324, y miR-
139-3p mediante Tagman gRT-PCR durante el tratamiento con 10nM de Ucn, que es la
dosis minima cardioprotectora usada generalmente. Ademads utilizamos los inhibidores
especificos de Erkl1/2 y EPAC para evaluar si los cambios de expresion en los

microRNAs producidos por Ucn necesitaban de dichas vias de sefalizacion.
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Figura 19. Nivel de expresidon de microRNAs cuantificados mediante qRT-PCR en cultivo de cardiomiocitos adultos
de rata sometidos a I/R. A) El tratamiento con 10nM de Ucn disminuye significativamente los niveles de mir139-
3p, efecto inhibido con 10uM de ESI. B) y C) El tratamiento con Ucn aumenta los niveles de mirl25a y mir324,
efecto inhibido con 5uM de PD.
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En la figura 19A se muestra como el proceso de I/R aumenta significativamente
la expresién de miR-139-3p, situacidn que se revierte cuando aplicamos 10nM de Ucn,
de modo que Ucn disminuye significativamente el nivel de expresiéon de miR-139-3p
respecto a la situacion de I/R. Ademas Ucn necesita de EPAC para modificar la
expresion de miR-139-3p ya que el tratamiento con el inhibidor de EPAC, ESI-05,
elimina el efecto de Ucn sobre miR-139-3p. Y aunque no resulte estadisticamente
significativo el tratamiento con 8CPT, que activa EPAC directamente, parece que
realiza el mismo efecto que el tratamiento con Ucn, ya que hay una tendencia a
reducir el nivel de expresion de miR-139-3p. Sin embargo en estas condiciones el
tratamiento con PD no afecta al resultado de Ucn sobre miR-139-3p. De modo que Ucn
reduce los niveles de miR-139-3p, que habian sido elevados tras I/R, y lo hace de

manera dependiente de EPAC.

Por su parte los niveles de miR-125a (figura 19B) y miR-324 (figura 19C) se
encuentran significativamente reducidos tras I/R, y la aplicacién de 10nM de Ucn
recupera la expresion tanto de miR-125a como de miR-324, contrarrestando el efecto
de la I/R. En ambos casos la aplicacién de PD para inhibir especificamente a Erk1/2
junto con la aplicacién de Ucn impide la recuperacion de los niveles de miR-125a vy
miR-324 tras I/R. Por tanto Ucn recupera los niveles de expresion de miR-125a y miR-

324 tras I/R de una manera dependiente de Erk1/2.

Sin embargo no parece que EPAC esté implicado en la regulacién de la
expresion de miR-125a ni de miR-324, ya que no hay cambios significativos ni al activar

EPAC con 8CPT en I/R, ni al inhibirlo con ESI-05 durante el tratamiento con Ucn.
D.5.4. Urocortina modula in vivo los niveles de miR-139-3p después de I/R.

A continuacién se muestran una serie de resultados sobre el modelo animal de
I/R in vivo que hemos visto en apartados anteriores. El objetivo de estos experimentos
fue estudiar el comportamiento de los microRNAs miR-139-3p, miR-125a y miR-324
descritos anteriormente, en el modelo animal de I/R y evaluar si el tratamiento
experimental con Ucn era capaz de regular la expresion de estos microRNAs en el

miocardio in vivo.
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Figura 20. Estudio de microRNAs en un modelo in vivo de I/R en rata. A) Nivel de expresién de mirl139-3p en
muestras de miocardio del modelo de I/R en rata. mirl39-3p se encuentra aumentado en la zona infartada a las
24h de I/R respecto a las sham. Mientras que la administracion de 150 pg/Kg de Ucn produce su disminucidn
significativa respecto a I/R. B y C) No hay diferencias significativas en los niveles de expresién de mirR-125a y
miR-324 en las mismas muestras de miocardio del modelo de I/R.

Como vimos en la figura 2 del apartado 1.2 de los resultados, la I/R in vivo
provoca una reduccion de la contractilidad del corazén del 40% medida por la FE, la
cual es recuperada significativamente con el tratamiento de 150 pg/kg de Ucn. En
estos animales obtuvimos muestras de RNA total procedente de tejido miocardico,
tanto de la zona isquémica o zona en riesgo, situada por debajo de la ligadura usada

para producir el infarto en el modelo, como de una zona remota o anterior a dicha

ligadura.

Mediante Tagman gRT-PCR cuantificamos la expresidon de miR-125a, miR-139-
3p, y miR-324, en la zona infartada y la zona remota del miocardio de corazones
sometidos al modelo de I/R, tratados y sin tratar con Ucn, de forma relativa respecto al

grupo de ratas sham o control.
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En la figura 20A se muestra como el nivel de expresion de miR-139-3p estd
significativamente elevado en la zona isquémica de los corazones del modelo de I/R a
las 24h de haber realizado el modelo, comparado con el miocardio de las ratas sham.
En las ratas tratadas con Ucn el nivel de miR-139-3p en la zona isquémica del corazén
descendia significativamente respecto a la zona isquémica de las ratas con I/R sin
tratar. De hecho haciendo analisis pareado entre las diferentes zonas del mismo
corazén, la expresion de miR-139-3p era significativamente menor en la zona
isquémica comparado con la zona remota de los mismos corazones tratados con Ucn.
Hay que destacar que esta situacion reproduce exactamente lo que ocurre en el
modelo ex vivo realizado en el sistema Langendorff (figura 17) y en el modelo in vitro
realizado en cardiomiocitos adultos aislados en cultivo (figura 18). Por otra parte estos
cambios de expresion de miR-139-3p descritos anteriormente se producen de forma
aguda a las 24h de la I/R, sin embargo no hemos encontrado diferencias significativas

en el modelo animal 1 semana después.

Por otra parte, como se observa en las figuras 20B y 20C, no encontramos
diferencias significativas en la expresién de miR-125a ni de miR-324 en ninguno de los

puntos estudiados del modelo animal de I/R.
D.5.5. Busqueda de funcién de los microRNAs miR-125a, miR-139-3p y miR-324

Los microRNAs tienen una funcion moduladora de la expresién génica y actlan
controlando a nivel post-transcripcional la expresion de sus genes diana. Con objeto de
profundizar en la red transcripcional regulada en ultima instancia por Ucn, en adelante
trataremos de describir los posibles genes diana de los microRNAs regulados por Ucn:

miR-125a, miR-139-3p y miR-324.

Como se ha descrito en el apartado de introduccién los microRNAs son capaces
de unirse a la region 3 UTR del mRNA de sus genes diana para reprimir su trascripcion
a proteina. Las propiedades de unién entre microRNAs y su mRNA diana es un tema
altamente complejo y cuando se trata de hacer una busqueda bioinformatica hay
varios programas que utilizan diferentes algoritmos matematicos para calcular
probabilidades de unién entre ambas moléculas de RNA. Entre las muchas variables

gue se barajan podemos destacar: i) homologia entre la secuencia “seed” del
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microRNA vy la regiéon 5°'UTR del mRNA, vy ii) nimero de regiones dentro del mismo
mRNA que tiene cierta homologia con la secuencia “seed” del microRNA. Por otra
parte debido a la propia naturaleza de los microRNAs cuya secuencia seed de unién a
MRNA nunca es totalmente homdloga a dicho mRNA, sino que solamente 6 6 7
residuos de los 8 son complementarios, hace que un mismo microRNA tenga multiples
dianas de mRNAs potenciales, y de hecho un mismo microRNA puede tener realmente
varios mRNA diana, sobre los cuales esta ejerciendo su funcién de regulacion génica.
De modo que el analisis de posibles genes diana para un determinado microRNA no es
tarea facil. Por lo general cada programa con su algoritmo suele dar unos resultados
Unicos, consistentes en un listado de cientos de posibles mRNA dianas ordenados
segun la probabilidad que su algoritmo da a la posible unién con la secuencia seed del

microRNA concreto que estemos analizando.

Simbolo nombre completo Ref Seq
miR-125a
Mtfrl mitochondrial fission regulator 1 NM 001100977.1
Igf2 insulin-like growth factor 2 NM_001190162.1
Map3k12 mitogen activated protein kinase kinase kinase 12 NM_013055.1
Brcal breast cancer 1, early onset NM 012514.1
Xbp1l X-box binding protein 1 NM 001004210.2
Map2k7 mitogen activated protein kinase kinase 7 NM 001025425.1
Cpt2 carnitine palmitoyltransferase 2 NM 012930.1
Taz tafazzin NM_001025748.1
Rgs4 regulator of G-protein signaling 4 NM_017214.1
Smad4 SMAD family member 4 NM_019275.2
Nrgl neuregulin 1 NM_001271130.1
miR-139-3p
Igflr insulin-like growth factor 1 receptor NM_052807.2
Foxo1l forkhead box O1 NM_001191846.2
CxcR4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 NM_022205.3
PdedA phosphodiesterase 4A, cAMP-specific NM_013101.3
Gnb1 guanine nucleotide binding protein, beta polypeptide 1 NM_030987.2
Col5a2 collagen, type V, alpha 2 NM_053488.1
Camta2 calmodulin binding transcription activator 2 NM_001105801.2
miR-324
Crebbp CREB binding protein NM_133381.3
STAT2 signal transducer and activator of transcription 2 NM_001011905.1
Bcl2l11 (Bim) BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) NM_022612.1
Dnajb6 Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 6 NM_001013209.1
Nfat5 nuclear factor of activated T-cells 5, tonicity-responsive NM_001107425.1
Dagl dystroglycan 1 (dystrophin-associated glycoprotein 1) NM_053697.1
Casql calsequestrin 1 (fast-twitch, skeletal muscle) NM_001159594.1

Figura 21. Lista de posibles genes dianas para mirl25a, mir139-3p, y mir324 obtenida mediante analisis
bioinformatico en las plataformas de software online PicTar, TargetScan, y miRBase.
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Realizamos un andlisis bioinformatico para detectar posibles mRNAs diana para
miR-125a, miR-139-3p y miR-324 utilizando las plataformas de software PicTar,
TargetScan y miRBase para obtener una lista de genes con diferentes puntuaciones y
probabilidades. Seguimos dos criterios para la seleccién de dianas potenciales; por un
lado que el transcrito en cuestidén apareciera como posible diana en las tres
plataformas de analisis, y que ademas dicho gen tuviera alguna funcién conocida que
pudiera ser relacionada con nuestro ambiente fisioldégico; esto es proteccidon
miocardica, dafios por reperfusidon, remodelado ventricular, procesos celulares de
interés como fibrosis, apoptosis, etc. El resultado puede verse en la figura 21, donde se
muestran posibles genes diana para miR-125a, miR-139-3p y miR-324 de acuerdo a lo
antes expuesto, es decir que aparecieran con alta probabilidad de unién a la secuencia

seed de cada microRNA en las 3 plataformas de software utilizadas.

Posteriormente se procedio a validar estas dianas con una estrategia basada en
la sobre-expresion de dichos microRNAs en cultivo de cardiomiocitos neonatos de rata
mediante vectores lentivirales, y el analisis cuantitativo de la expresién de sus posibles
mMRNAs diana mediante Tagman gRT-PCR. Lo que esperamos al sobre-expresar de
manera global un microRNA en cultivo es encontrar que la expresién de los posibles
genes diana se vea reducida significativamente. Para obtener una sobre-expresion lo
bastante alta y homogénea en el cultivo primario de cardiomiocitos, decidimos realizar
construcciones lentivirales de sobre-expresién para cada microRNA (pSD-lenti-
microRNA-GFP). En la figuras C1 y C2 de materiales y métodos se presentd la
construccion y validacion de los vectores lentivirales usados para sobre-expresar cada
microRNA. Finalmente obtuvimos muestras de RNA total de los cultivos de
cardiomiocitos infectados con lentivirus donde se habia sobre-expresado cada
microRNA vy realizamos una cuantificacion de la expresion mediante Tagman gRT-PCR

de los potenciales genes diana presentados en la figura 21.

Como puede verse en la figura 22A la sobre-expresién de miR-125a resulté en
una disminucidén significativa en los niveles de mRNA de los genes BrcAl (gen supresor
de tumores que actla a través de p53), Cpt2 (carnitina palmitoil transferasa) y Taz

(taffazin).
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En la figura 22B la sobre-expresion de miR-139-3p redujo significativamente el

nivel de mRNA del gen Pde4A, una fosfodiesterasa especifica de cAMP.
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Figura 22. Cuantificacién de la expresién de mRNA mediante qRT-PCR de los genes diana de los microRNAs
mirl25a, mirl39 y mir324. Se muestra la tasa de cambio en escala logaritmica de cardiomiocitos neonatos de
rata infectados con lentivirus de sobreexpresién de miR-125a (A), miR-139-3p (B) y miR-324 (C) respecto a células
infectadas con el vector GFP.

Por su parte en la figura 22C se muestra como la sobreexpresidon de miR-324

sorprendentemente aumentd de forma significativa los niveles de mRNA de Stat2 (gen

transductor de sefales perteneciente a la familia Stat) y Bcl2l11 (Bcl2 like 11, gen con
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caracter proapotdtico). Aunque es una situacidon poco frecuente se ha documentado
en ocasiones que algunos microRNAs pueden producir sobreexpresién de sus genes
diana en lugar de represidn, y como veremos en el apartado de discusidn, parece que

miR-324 puede ser uno de esos microRNAs.

De modo que en esta primera aproximacién experimental para describir
posibles dianas de los microRNAs regulados por Ucn podemos decir que: i) Ucn
aumenta los niveles de miR-125a, inhibiendo post-transcripcionalmente a BrcAl, Cpt2
y Taz, ii) Ucn disminuye los niveles de miR-139-3p, lo que resultaria en una menor
inhibicién de la expresidn de Pde4A y iii) Ucn aumenta los niveles de miR-324, que a su

vez favorece la expresion de Stat2 y Bcl2_11.
D.5.6. microRNAs circulantes en pacientes STEMI tras angioplastia primaria.

Los resultados mostrados a continuacion son sdlo una parte de un proyecto que
se esta desarrollando actualmente en nuestro laboratorio llamado miR-IAM, cuyo
objetivo es describir el perfil de microRNAs circulantes en muestras de sangre de
pacientes que han sufrido un IAM con elevacion del segmento ST (STEMI) tratados
mediante angioplastia primaria en la unidad de hemodinamica de los hospitales Virgen

del Rocio de Sevilla y Virgen de la Victoria en Malaga.

Los criterios de inclusién de pacientes, descritos en la seccién de materiales y
métodos, fueron tan selectivos que nos permitiera obtener un grupo muy concreto de
pacientes para tratar de aislar todo lo posible el factor debido a los dafios de la propia
I/R, frente a un grupo de pacientes control con dolor tordacico, pero que tras el

cateterismo no se encontraron lesiones vasculares.

El esquema de actuacion puede verse en la figura 23A, y consistié en la toma de
una muestra de sangre del paciente con IAM una vez llega a la unidad de
hemodindmica justo antes de realizar el cateterismo (0Oh), y otras 4 muestras 3h, 12,
24h y 48h después de realizada la intervencion de revascularizacidon o reperfusiéon.
Dichas muestras de sangre fueron procesadas para obtener el suero y este guardado a
-809C hasta su analisis en nuestro laboratorio. Al margen de otros estudios que no

pertenecen al objetivo de esta tesis, realizamos una cuantificacién mediante qRT-PCR
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de los niveles de miR-125, miR-139-3p y miR-324 en el suero procedente de las

muestras de sangre mencionadas anteriormente.
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Figura 23. microRNAs circulantes en pacientes con STEMI tratados mediante angioplastia primaria. A) Esquema de
actuacion del estudio miRIAM. B) Nivel de expresion de mir125, mirl39-3p y mir324 en muestras de sangre de
pacientes con infarto agudo de miocardio con elevacién del segmento ST sometidos a angioplastia primaria en el
momento antes de la intervencidn (t=0h) y 3h, 12h y 24h después de la angioplastia.

Como se observa en la figura 23B los niveles de miR-125a se ven elevados de
forma significativa 12h después de la ACTP respecto al tiempo 0 justo antes de que se
hubiera abierto el vaso, realizando un analisis pareado entre los valores de cada
paciente. Mientras los pacientes estan en isquemia (Oh) los niveles de miR-125a no

varian significativamente respecto al grupo de pacientes control, aunque el nivel de

expresion tiende a ser menor. Posteriormente parece que la reperfusidn provoca la
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liberacién de miR-125a, siendo a las 12h significativamente mayor que a las Oh
haciendo un andlisis pareado entre las dos muestras de cada paciente. Este resultado
unido a los mostrados previamente en otros modelos experimentales, como son los
corazones ex vivo y el cultivo de cardiomiocitos adultos nos hace pensar que miR-125a

podria estar relacionado con los danos por reperfusion.

Por su parte en la figura 23C se muestran los datos de miR-324 circulante. El
nivel de expresion de miR-324 esta significativamente elevado en toda la curva
temporal de los pacientes con IAM, desde el tiempo 0 antes de abrir el vaso, hasta los
puntos 3h, 12h y 24h después de la ACTP, cuantificados de forma relativa respecto al
grupo de pacientes control. Sin embargo no hay diferencias entre los puntos 3h, 12h vy
24h después de la ACTP, respecto al tiempo 0 de cada paciente, por lo que parece que
miR-324 es liberado al torrente sanguineo por la propia lesién isquémica, y podria

tener potencial uso como biomarcador de dafio cardiaco.

Para terminar no se han encontrado hallazgos significativos respecto a miR-

139-3p de forma circulante en este estudio.
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E. DISCUSION

E.1. Proteccion miocardica en el 1AM.

Segun el ultimo informe del Sistema Nacional de Salud (2011) la enfermedad
isquémica del corazén supuso en 2007 el 9,65% de todas las muertes en nuestro pais.
El infarto agudo de miocardio (IAM) produce en Espafia aproximadamente 140.000
muertes al afio y 5 millones de hospitalizaciones, lo que supone un coste sanitario del
15% del gasto total. A pesar del avance en el tratamiento del IAM, a dia de hoy sigue
siendo de primera importancia la busqueda de nuevas estrategias de cardioproteccién
tanto para reducir el nimero de muertes directas, como para reducir la probabilidad
de que los pacientes que sobreviven a un IAM sufran nuevos eventos cardiovasculares.
Sirva como dato que el 20% de estos pacientes reingresan por nuevos eventos
isquémicos durante el primer afio y mas del 50% en los siguientes 7 afios. Ademas la
carga de enfermedad de la patologia cardiovascular supone un 12,5% del total, debido
a la alta mortalidad y a la pérdida de calidad de vida por discapacidad, en gran medida
consecuencia de la aparicion de insuficiencia cardiaca (IC) después de un IAM (Eva

Andrés, 2012).

Durante las primeras 12 horas de un IAM el porcentaje de miocardio isquémico
recuperable se reduce de forma progresiva. La implementacion de estrategias de
reperfusion ha hecho que se produzca una reduccién marcada de la mortalidad
intrahospitalaria en los paises desarrollados, disminuyendo desde un 20% en los afios
80 a aproximadamente un 5 % en la actualidad (Eapen, 2012). Paraddjicamente, esta
reduccion de la mortalidad ha provocado un aumento de la incidencia de insuficiencia
cardiaca posterior. De hecho, la disfunciéon ventricular post-infarto es una de las
principales causas de insuficiencia cardiaca en la actualidad (Callender, 2014). Dado
gue la necrosis irreversible del miocardio dependiente de la arteria coronaria ocluida
es un proceso que transcurre en horas, el manejo del sindrome coronario agudo con
elevacidn del segmento ST se basa en un diagndstico precoz, y en unas medidas que
permitan restaurar lo antes posible el flujo coronario de la arteria ocluida, dentro de
las primeras 12 horas del comienzo de los sintomas. La reperfusién, ya sea mediante

angioplastia primaria o mediante fibrinolisis, es el tratamiento estandar del IAM con
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elevacion del segmento ST. La restauracion rapida del flujo coronario reduce el tamafio
del infarto y la mortalidad, sin embargo paraddjicamente, esta restauracion del flujo
sobre células previamente isquémicas y la reactivacién del metabolismo celular en
unas condiciones no fisioldgicas puede producir un dafio adicional y complicaciones
secundarias. Este fendmeno se conoce como dafio por reperfusion, y es mas frecuente
cuanto mas se demora la apertura del vaso. Antes de la muerte celular hay un periodo
en el que los cardiomiocitos aunque viables, son muy vulnerables, de tal manera que la
restauraciéon del flujo produce un dano celular adicional, que puede desencadenar
procesos celulares adversos e incluso ocasionar muerte celular en una segunda

ventana temporal.

Existe un continuo interés en encontrar nuevas dianas terapéuticas que puedan
potencialmente proteger al corazén de los dafios por I/R y cada vez mas de las
complicaciones posteriores (Chambers, 2010). Gracias a los programas de angioplastia
primaria se ha reducido tanto el tiempo de infarto que el tamafio del infarto es por
regla general lo suficientemente pequefio para no provocar la muerte del paciente. Sin
embargo el hecho de haber sido sometido a una pronta y exitosa reperfusion no
significa que el corazon no haya sido danado. Aun con tiempos de infarto cortos, y por
consiguiente tamafos de infarto pequefios, los dafios producidos en el miocardio por
la I/R acarrean una serie de problemas secundarios cuyo maximo exponente es la
apariciéon de remodelado ventricular adverso e IC. Por tanto la puerta para investigar

nuevas terapias cardioprotectoras sigue abierta (Ovice, 2010).

E.2. Urocortina como péptido protector tras

isquemial/reperfusion.

Diferentes estrategias se han utilizado para tratar de mejorar la eficacia de las
intervenciones coronarias mediante tratamientos cardioprotectores. Las clasicas
estrategias de pre- y post-condicionamiento isquémico, las cuales han demostrado
proteger de manera efectiva el corazén reduciendo el tamafio del infarto, fueron el
inicio y la base sobre la que se apoyaron multitud de estudios que buscaban utilizar
moléculas o potenciar mecanismos que sucedian en el condicionamiento isquémico

(Heusch, 2015). Se ha intentado por ejemplo la inhibicion de la MPTP mediante
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ciclosporina intravenosa (Cung, 2015), o el uso de adenosina con resultados
esperanzadores en modelos animales (Garcia-Dorado, 2014), pero escaso éxito en la

practica clinica.

Una de las moléculas presentes durante el condicionamiento isquémico con
importantes propiedades cardioprotectoras, consideradas por tanto como un
cardioprotector endégeno, es la Ucn. En un principio se propuso que la expresién de
Ucn era producida por el sistema nervioso central, sin embargo actualmente hay
consenso en que Ucn es expresada y liberada directamente por el corazén después de
un dafo isquémico (Knight, 2008). Nuestros resultados muestran como tanto en un
modelo animal de IAM como de I/R los niveles de Ucn en sangre aumentan
significativamente. Ademds analizamos la expresion de su receptor CRF-R2 en
muestras de tejido miocardico en el modelo de IAM e I/R, y mostramos como los
niveles de CRF-R2 aumentan en el tejido miocardico en ambos modelos respecto al
grupo control. En ambos casos y consistentemente con los niveles elevados de Ucn en
sangre, el aumento de expresidon del receptor CRF-R2 ocurre 1 semana después de la
lesidn, y parece restablecerse tiempo después, volviendo a los valores basales a las 6

semanas de realizar el modelo.

Un buen ndmero de investigaciones han colocado a la Ucn como un agente con
gran potencial terapéutico debido a sus propiedades cardioprotectoras, sobre todo en
trabajos sobre corazones montados ex vivo en sistema Langendorff, frente a los dafios
por IAM e I/R. Sin embargo no hay tantas evidencias en modelos animales in vivo. De
hecho segun nuestro conocimiento es la primera vez que se muestra un efecto
cardioprotector de Ucn en un modelo animal de I/R in vivo. En la figura 2 hemos
mostrado como en un modelo animal de I/R el tratamiento con 150 ug/Kg de Ucn
durante los primeros minutos de la reperfusion mejora la recuperacion de la
contractilidad del corazén 1 semana después de haber realizado la intervencién,

estimada por la fraccién de eyeccidn mediante ecocardiografia.
E.2.1. Urocortina mejora la funcion hemodinamica del corazén tras I/R

Asi como el papel de Ucn en la proteccion del miocardio después de un IAM

estd bastante bien estudiado, no ocurre lo mismo en un infarto reperfundido. Se
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conoce mucho menos sobre el efecto protector que pueda tener Ucn sobre los dafos
por reperfusién. En este sentido hay que sefialar que las propiedades
cardioprotectoras de Ucn envuelven mecanismos de proteccion a diferentes niveles: i)
Por induccién de la relajacién a nivel vascular periférico lo que entre otras cosas
disminuye la presidn arterial media, ii) Por su efecto inotrépico positivo sobre el
miocardio mejorando los parametros hemodinamicos, y iii) y por la activacion de

mecanismos de supervivencia celular.

i) Los efectos beneficiosos de Ucn sobre los vasos sanguineos se deben
principalmente al control de la entrada de Ca”*. Pero ademds de provocar una
vasodilatacidn sistémica que conlleva una reduccién de la presion arterial media, Ucn
es capaz de inducir relajacion de los vasos del propio corazén, favoreciendo la
circulacion, datos que han sido publicados anteriormente en nuestro grupo sobre un
modelo ex vivo en arteria coronaria de rata (Smani, 2007), y humana (Smani, 2011).
Nuestros resultados muestran como en corazon aislado y perfundido en sistema
Langendorff la aplicacion de 10 nM de Ucn disminuye la presion diastélica final y
mantiene reducida las resistencias vasculares, disminuyendo la presién coronaria
intracardiaca después de una I/R. Estos datos suponen en si mismo una menor carga
de trabajo para el corazdn, y podrian prevenir la llamada hipercontractura isquémica o
rigor, ayudando a la recuperacién hemodindmica del corazén, como veremos a

continuacion.

ii) Nuestros datos sobre corazones de rata montados ex vivo en el sistema
Langendorff y sometidos a un protocolo de I/R muestran cémo el tratamiento con 10
nM de Ucn produce una recuperacion significativamente mejor de la contractilidad. De
tal modo que Ucn es capaz de preservar la funcion hemodinamica del corazén y lo
protege de los dafios producidos por una I/R. De hecho hemos mostrado y comparado
dos formas de aplicar Ucn: por una parte un pre condicionamiento cldsico, aplicando
Ucn durante todo el protocolo de I/R (Ucn pre y post), y por otra parte un post
condicionamiento aplicando Ucn solamente durante los primeros minutos de la
reperfusion (Ucn post). En ambos casos la aplicacion de Ucn permite recuperar la
contractilidad después de I/R de forma equivalente. El hecho de que los efectos

beneficiosos de Ucn se mantengan aplicdndose en la reperfusién aumenta Ia
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relevancia del posible uso clinico de Ucn como agente terapéutico en el tratamiento

del IAM, donde no hay posibilidad de aplicar el tratamiento antes de que ocurra.

Generalmente la recuperacion de la contractilidad en reperfusiéon se asocia a
una disminucion del tamafio del infarto y mejora del control del Ca®" intracelular
(Scarabelli, 2002). De hecho en este sentido nuestro grupo ha descrito recientemente
un nuevo mecanismo de modulacién de la Ucn sobre los canales voltaje dependientes
tipo L en cardiomiocitos adultos. La Ucn provoca un aumento en la densidad de la
corriente ICalL a través de su receptor CRF-R2 que implica a las proteinas PKC y ERK1/2

(Smani, 2010).

iii) Y finalmente el grado de disfuncion cardiaca después de un dafio isquémico
es un reflejo de la gravedad de la lesion a nivel celular, que en ultimo término significa
la muerte de los cardiomiocitos, y la formacidon de una escara o cicatriz en el tejido.
Esto se relaciona posteriormente con la aparicién de remodelado ventricular adverso,
insuficiencia cardiaca y un peor prondstico de esos corazones a largo plazo. Desde un
principio aparecieron en la literatura articulos relacionando el uso de Ucn en I/R con
un efecto citoprotector en los cardiomiocitos, tanto por prevencion del dafio
mitocondrial (Lawrence, 2004), como por reduccidon de la muerte celular (Knight,

2008).

Sin embargo Ucn no sélo mejora a corto plazo el manejo del Ca’* intracelular y reduce
el daho mitocondrial, como hemos determinado en nuestro grupo previamente,
(Calderén-Sanchez, 2011), sino que activa vias de sefializacion complejas que
promueven proteccién celular a mas largo plazo mediante procesos de regulacién de la
expresion génica. Prueba de ello son los trabajos que describen como Ucn aumenta los
niveles de expresion de proteinas con propiedades cardioprotectoras conocidas como
son Hsp90 (Brar, 2002) y Cardiotrofina-1 (Janjua, 2003). A dia de hoy no se ha
profundizado mucho mas en esta via de estudio, siendo precisamente la complejidad
de la regulacion génica detras de Ucn el aspecto en el que profundizaremos a
continuacién. Veremos la importancia que pueden tener estos mecanismos de
regulacidn génica sobre la supervivencia celular a largo plazo, y el posible remodelado

ventricular adverso posterior.
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E.2.2. Urocortina mejora la supervivencia celular tras I/R

Nuestros resultados muestran como Ucn proporciona diferentes efectos
citoprotectores frente a los dafios por I/R. Hemos mostrado como la aplicacion de 10
nM de Ucn mejora la supervivencia celular de cardiomiocitos adultos aislados en
cultivo después de una I/R, dando lugar a un mayor nimero de células viables,
morfoldégicamente en buen estado, y con un menor porcentaje de células marcadas
con Trypan Blue, indicativo de células muertas donde la membrana plasmatica estd
danada. Esto ha sido corroborado por una menor presencia de LDH en el medio
extracelular en los cultivos de cardiomiocitos tratados con Ucn, reflejando una menor

tasa de muerte celular por necrosis.

Por otra parte hemos visto cdmo la aplicacién de Ucn no sélo disminuye el
nimero de células que mueren tras una I/R, ademas las que mueren lo hacen en
mayor medida mediante un proceso de muerte celular programada y que supone un
menor impacto en el ambiente celular adyacente (Scarabelli, 2006). Nuestro resultados
apoyan la idea de que en conjunto Ucn actia modulando los mecanismos de muerte
celular mediante un cambio en la forma en la que mueren los cardiomiocitos:
disminuyendo el numero de células que mueren por necrosis, y pasando a hacerlo de

manera activa y controlada a través del proceso de apoptosis.

Durante mucho tiempo se cuestiond la importancia de la muerte celular por
apoptosis frente a la muerte por necrosis en el corazén isquémico. No fue hasta 1994
cuando se relaciond por primera vez la apoptosis con los dafios por I/R (Gottlieb,
1994). Sin embargo mas alld de ser dos formas de muerte excluyentes hay indicios de
gue ambos mecanismos pudieran estar conectados. En el inicio de la apoptosis la
liberacion del citocromo-c mitocondrial desencadena la activacidon de la cascada de
caspasas, pero también produce la perdida de fosforilacién oxidativa y reduce la
sintesis de ATP, poniendo en peligro el desarrollo de la propia apoptosis (Krippner,
1996). También se ha visto relacidon entre las calpainas que dan lugar a necrosis y la
activacion de las caspasas que van a producir apoptosis (Nakagawa, 2000). La
produccion de radicales libres, el aumento de la concentracion de Ca** intracelular y el

resto de alteraciones ocurridas durante un periodo de isquemia pueden promover el
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inicio de apoptosis. No obstante el proceso de apoptosis es dependiente de energia,
por lo que aun no estd claro si la isquemia en si misma puede disparar la apoptosis, o
es necesario que se produzca la reperfusidon. Parece claro que si la isquemia que se
produce es severa y reduce las reservas de ATP por debajo del 70% es imposible que
tenga lugar un proceso apoptético (Leist, 1997). Durante la isquemia se podrian iniciar
las primeras etapas de la apoptosis, pero se necesita la recuperacion energética tras la

reperfusion para que se complete el proceso apoptdtico (Freude, 2000).

Por tanto cada vez estd mas aceptado que sobre todo el dafio por reperfusién
es capaz de provocar este tipo de muerte celular, y puede ser de gran importancia para
la recuperacién o el fitness de los corazones infartados a largo plazo (Scarabelli, 2006).
El hecho de que un grupo grande de células en un evento lesivo mas o menos agudo
como es un infarto reperfundido mueran mayoritariamente por necrosis o apoptosis
puede tener consecuencias muy diferentes fisioldgicamente hablando para el resto del
tejido sano. Una muerte masiva de células por necrosis provoca a nivel local una gran
liberacién de contenido celular que entre otras cosas va a provocar una fuerte
respuesta inflamatoria y dafios secundarios a las células que permanecen con vida. De
hecho ya se ha propuesto anteriormente que conseguir cambiar la necrosis por
apoptosis es en si mismo una potente accion cardioprotectora (Chen-Scarabelli, 2004).
Nuestros datos confirman que dentro de la accién cardioprotectora de Ucn se
encuentra el promover mecanismos celulares que favorecen el cambio del tipo de

muerte celular de los cardiomiocitos depués de una I/R.

A pesar de que en un principio se propuso que Ucn podia ejercer su funcion
cardioprotectora mediante la disminucion de la apoptosis de los cardiomiocitos
(Scarabelli, 2002; Valentim, 2006) hay suficiente conocimiento que hace plausible el
hecho de que Ucn favorezca el tipo de muerte celular por apoptosis frente a la

necrosis:

i) Ucn aumenta la supervivencia de los cardiomiocitos tras I/R, y aunque separar
ambos tipos de muerte celular es dificil, la disminucién de la apoptosis no es en si
misma una acciéon cardioprotectora, que depende mas bien del balance

necrosis/apoptosis.
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ii) Los trabajos que describen reduccién de los niveles de apoptosis en cardiomiocitos
se basan en infartos no reperfundidos, donde ya hay de por si bajos niveles de

apoptosis.

iii) La muerte por apoptosis necesita mecanismos activos y tiene un coste energético,
por lo que es necesario que la célula tenga unas condiciones fisioldgicas lo
suficientemente mantenidas como para desencadenar los procesos celulares que
conlleva la muerte por apoptosis. Y de hecho hay consenso en que Ucn favorece la
mejora bionergética de la célula, y mejora el ratio ATP/ADP, en gran medida por la
proteccién de la mitocondria (Lawerence, 2004), por lo tanto la aplicacidon de Ucn tras
una I/R favoreceria que se dieran las condiciones necesarias para que la célula pudiera

activar los mecanismos de apoptosis.

iv) Previamente ha sido descrito por Takatani-Nakase que la accién cardioprotectora
ejercida por Ucn se debia a una disminucién de la muerte celular independiente de las
caspasas y que se debia en gran medida a una reduccién en los niveles de la fosfolipasa
iPLA;, (Takatani-Nakase, 2010). De hecho en nuestro grupo ya describimos como Ucn
era capaz de reducir, no solo la actividad de dicha iPLA,, sino también disminuir su

expresion (Smani, 2007).

Es decir, tal como apoyan nuestros resultados, Ucn mejora la supervivencia
celular de los cardiomiocitos tras I/R. La mejora en la homeostasis del ca® intracelular,
la proteccion de la mitocondria y la mejora de la bioenergética celular, crea unas
condiciones citoprotectoras que logran rescatar un nimero elevado de células que de
lo contrario moririan. Ucn reduce el nimero de células que mueren por necrosis, y por
otra parte crea las condiciones necesarias para que un buen nimero de células con
dano irreversible en vez de morir por necrosis, sean capaces de activar el programa de

muerte celular controlada, la apoptosis.

La activacion del programa de muerte celular por apoptosis tiene dos formas de
producirse, a través de receptores de muerte en la membrana celular, o a través de la
mitocondria. Pero en ambos casos es necesaria la activacion secuencial de una cascada
de caspasas que en ultimo término van a llevar a cabo los procesos proteoliticos que

desencadenan el proceso de muerte propiamente dicha. Nuestros resultados
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muestran como el tratamiento con Ucn es capaz de aumentar significativamente la
actividad de las caspasas efectoras 3/7. Por otra parte hemos mostrado como Ucn
produce un aumento de la actividad de la caspasa 9 perteneciente a la via apoptédtica
mitocondrial, mientras que no encontramos cambios en la caspasa 8 perteneciente a la
via apoptdtica de los receptores de muerte, resultado esperable dado el nimero de

referencias donde Ucn se relaciona con la mitocondria.

E.3. Urocortina desencadena cambios de expresion génica que

inducen cardioproteccion.
E.3.1. Urocortina aumenta la expresion de la proteina proapotética BAD.

Dentro del cambio en el tipo de muerte celular, Ucn puede crear en agudo
condiciones que favorecen la recuperacion fisiolégica celular. De hecho esta mejora en
las condiciones celulares alarga la escala de tiempo en la que se desencadenan los
siguientes mecanismos. Evidentemente tal cantidad de eventos celulares vy
metabodlicos dan lugar al disparo de multiples cascadas de sefalizaciéon que
desembocan en cambios de expresion génica, en un intento celular de adaptarse a las
condiciones fisiolégicas sufridas. De hecho en el proceso de apoptosis es muy
importante la regulacion de los procesos de expresidn génica sobre una amplia bateria
de genes involucrados. Nuestros resultados del array de expresidon génica y nuestros
experimentos de qRT-PCR confirmaron que hay una importante regulacién génica
desencadenada por el tratamiento con Ucn. Hemos demostrado que Ucn es capaz de
aumentar la expresiéon de BAD, una proteina de la familia Bcl-2 que promueve o
favorece la entrada en apoptosis al liberar a la proteina Bax de la unién con Bcl-XL y
Bcl-2 (Yang, 1995). Nuestros resultados confirman que Ucn aumenta no sélo los niveles
de mRNA de BAD, sino también la cantidad de proteina total analizada mediante
experimentos de WB. Estos resultados pueden explicar al menos parcialmente que Ucn

aumente el nivel de apoptosis en los cardiomiocitos tras una I/R.

La actividad de la proteina BAD es regulada mediante un sistema de
fosforilacién, de tal modo que cuando las serinas 112 y 136 estan fosforiladas, la
proteina se encuentra secuestrada en el citoplasma. Para poder realizar su funcién

BAD tiene que estar en su forma defosforilada de modo que sea capaz de translocarse
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al ndcleo, donde como hemos visto anteriormente, es capaz de unirse a Bcl-2,
liberando a Bax de la unién con la misma Bcl-2, de modo que pueda promover la
entrada en apoptosis. Por el contrario la cascada de sefializacidn inhibitoria conduce a
una fosforilacion en los residuos de serina 112 y 136 mediante la proteina AKT,
inactivando a la proteina BAD, cuya fosforilacion le impide entrar al nucleo y realizar su
funcion (Datta, 1997). Nuestros resultados muestran como la mayor cantidad de
proteina total obtenida en cardiomiocitos tratados con Ucn se corresponde con una
mayor cantidad de la fraccidn libre de la proteina, es decir activa, lo que dispara la
entrada en apoptosis a través de la proteina Bax. La liberacion de Bax aumenta la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, produciéndose una mayor liberacion del
citocromo-c, que da lugar finalmente a la activacion de la caspasa 9 y desencadena el
proceso de apoptosis (Marzo, 1998). Estos datos concuerdan con los resultados
mostrados anteriormente donde Ucn aumenta significativamente la actividad de

caspasa 9.

Es importante sefialar que existe un trabajo anterior donde se describe un
mecanismo proapoptotico inducido por Ucn a través del receptor CRF-R2 en
macrofagos, lo que conlleva un efecto antiinflamatorio sobre el sistema inmune
(Tsatsanis, 2005). Por tanto es plausible que Ucn ejerza protecciéon miocardica
disminuyendo la respuesta inflamatoria tras una I/R en dos niveles diferentes a través
del mismo mecanismo celular: i) Ucn podria aumentar la expresién de BAD y promover
la apoptosis de los cardiomiocitos tras I/R, entonces los cuerpos apoptdticos serian
fagocitados por los macréfagos sin estimular respuesta inflamatoria, ii) donde al
mismo tiempo Ucn estaria promoviendo la aopotosis de dichos macréfagos a través de
BAD. Esto daria lugar a una menor respuesta inflamatoria, mas eficaz, y con una

resolucion mas rapida del proceso.

E.3.2. Urocortina aumenta la expresion de las proteinas antiapotéticas CD40-Lg y

XIAP.

Nuestros resultados de array de expresion y gqRT-PCR muestran como Ucn
regula la expresion de otros 2 genes con importante funcién en los mecanismos de

apoptosis celular. Ucn sobre-expresa los genes CD40-Lg y XIAP después de I/R, lo que
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resultaria en un estimulo anti-apoptodtico, ya que ambas proteinas actdan inhibiendo
directamente a las caspasas efectoras finales. Nuestros resultados muestran cémo la
I/R reduce significativamente los niveles de expresién de CD40-Lg y XIAP, niveles que
son preservados con la aplicaciéon de 10 nM de Ucn. De hecho la expresién de CD40-Lg
y XIAP parece estar intimamente relacionada. Ambos genes se encuentran en la misma
localizacién cromosdmica y segln parece bajo la accién del mismo promotor

(Malarstig, 2006).

XIAP pertenece a la familia de proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP:
Inhibitor Apoptosis Protein). La accidn inhibitoria de XIAP sobre la apoptosis se debe a
una inhibicién directa sobre las caspasas efectoras finales: caspasa-3 y -7 (Bergmann
2001). De la accion de CD40-Lg se sabe realmente poco, pero hay trabajos previos
donde parece que CD40-Lg estaria actuando de manera sinérgica a XIAP sobre las

caspasas efectoras, como inhibidores de la apoptosis (Rigaud, 2011).

Previamente Barry y colaboradores habian realizado un estudio de expresion
génica en un modelo de oclusion de la arteria coronaria in vivo y observaron cambio de
expresion en 66 y 144 genes al alza y baja respectivamente. De hecho el analisis del
array mostraba como el mayor conjunto de genes regulados por Ucn tenian que ver
con el proceso de muerte celular. Al estudiar en detalle el grupo de genes regulados
por Ucn encontramos que uno de los genes con mayor tasa de cambio fue el propio
XIAP (Barry, 2010), datos que no fueron validados ni contrastados. Desde nuestro
conocimiento esta es la primera vez que se describe la regulacion de Ucn sobre XIAP y
CD40-Lg, y su efecto sobre la citoproteccidn, trabajo que acabamos de publicar

(Calderon-Sanchez, 2016).

Nuestros resultados indican que Ucn regula la expresiéon de BAD por una parte
y de CD40-Lg y XIAP por otra, lo que serian efectos antagénicos. ¢ COmo se explica que
Ucn tenga efectos pro- y anti-apoptoticos a la vez? En primer lugar no es extrafio
pensar que en un escenario tan complejo como una I/R se generen gran variedad de
estimulos que activen diferentes vias de sefalizacién, con efectos variados e incluso
contrarios. La homeostasis celular depende en gran medida de un balance equilibrado

entre diferentes estimulos que en su conjunto dan lugar a un determinado estado
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fisiolodgico en la célula. Cuando aparece un nuevo estimulo en la célula se producen
procesos de sefalizacion empujando en una u otra direccién, determinando en su
conjunto una determinada respuesta celular segin predominen unos estimulos sobre
otros. Ademas la convivencia de estimulos opuestos no es extrafia en los sistemas
biolégicos, de hecho L. Jin describié que el péptido CRF y la Ucn2 tenian efectos
antagonicos en las mismas células procedentes de cancer de préstata. En dicho estudio
se describe cdmo CRF promueve apoptosis reduciendo la expresion de Bcl-2, activando
Bax, e hiperpolarizando la membrana mitocondrial, lo que acaba activando la caspasa
9. Mientras que Ucn2 actua inhibiendo la apoptosis, mediante un aumento de la
expresion de Bcl2, y disminucidn de Bax (Jin, 2011). Dentro de este balance pro- y anti-
apoptotico, en nuestros cultivos de cardiomiocitos adultos hemos visto que en la
aplicacion de Ucn frente a I/R predomina el efecto pro-apotoético. En este escenario
tendria mas peso la sobreexpresion, y mayor actividad de BAD, sobre la activacion del

proceso de apoptosis por la caspasa 9.

Sin embargo otra posible explicacion a esta contradicciéon en los resultados
puede explicarse por la propia naturaleza de los experimentos, donde el analisis de
expresion o de actividad es una media de un conjunto de células en cultivo. Sin
embargo tal como podria ocurrir a nivel de drgano completo, en nuestros cultivos de
cardiomiocitos podrian estar coexistiendo dos grupos de células en dos estados
fisioldgicos diferentes. Aunque en nuestras muestras encontramos mayor actividad de
caspasa 3, esto no quiere decir que todas las células tengan activa la caspasa 3. Quizds
esta aparente contradiccion de los resultados esté dejando entrever que pueda haber
un grupo de células donde el aumento de expresion de XIAP y CD40-Lg esté frenando
la apoptosis. Ya que la apoptosis es un proceso reversible, en algunas células donde se
haya activado XIAP y CD40-Lg, se pueda estar dando marcha atras al proceso de
apoptosis, lo que podria conducir a un incremento en la supervivencia celular de forma
secundaria en ese grupo de células. El proceso de apoptosis es en cierto punto
reversible, y no es desdefiable la posibilidad de que células que empiezan a expresar
marcadores de apoptosis puedan revertir el proceso, evitando la muerte si las
condiciones ambientales o fisiolégicas después de la restauracion del flujo sanguineo

lo permiten (Masri, 2008). Podriamos decir que entrar en apoptosis también es una
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manera de retrasar la muerte, lo que permite la esperanza de que mejore el ambiente

celular en tiempo suficiente para hacer reversible dicho proceso.
E.3.4. Vias de senalizacién implicadas en la cardioproteccién con Urocortina.

Ademas de la descripcién de nuevos mecanismos celulares de proteccién por
Ucn, en este trabajo hemos descrito cdmo Ucn necesita de Erk1/2 y EPAC para llevar a

cabo la mayoria de sus mecanismos cardioprotectores.

El papel de las MAPK y Erk1/2 en la via de supervivencia celular activada por
Ucn estd bien descrito en cardiomiocitos (Scarabelli, 2002; Lawrence 2005). Sin
embargo hay menos evidencia de su importancia en el fendmeno de la reperfusién
(Brar, 2004). Nuestros resultados demuestran como después de una I/R la aplicacidn
de Ucn es capaz de activar significativamente las dos isoformas de Erk, mediante
fosforilaciéon en los residuos Thr202 y Tyr204. Ademas en consonancia con algunos
trabajos previos (Schulman, 2002) hemos comprobado como el papel cardioprotector
de Ucn necesita de la actividad de Erk1/2. En este sentido hemos comprobado como el
tratamiento con el inhibidor especifico de Erk1/2 reduce significativamente tanto la
mejora de los parametros hemodinamicos tras I/R en d6rgano completo (figura 4B),
como a nivel celular, donde después de I/R se pierde la mejora en la supervivencia
(figura 6), y aumenta la cantidad de LDH en el medio (figura 7), es decir la muerte
celular. De hecho el papel de Erk1/2 sobre la supervivencia celular y el proceso de
muerte por apoptosis ha sido ampliamente estudiado (Lu, 2006). En este sentido
hemos demostrado que la inhibicion de Erk1/2 revierte el incremento de actividad de
las caspasas 3/7 y 9 por Ucn, resultado en linea con el conocimiento previo de que la

actividad de Erk1/2 resulta en un incremento en la actividad de caspasa 9 (Park, 2013).

Hemos demostrado también que Ucn necesita la via de sefalizacién de Erk1/2
para realizar al menos una parte de la regulaciéon génica descrita previamente. Al
inhibir Erk1/2 con PD durante el tratamiento con Ucn, se impide el cambio de
expresidon de los genes CD40-Lg y XIAP. Estos resultados siguen la linea de trabajos
anteriores donde se demuestra que la activacion de Erk1/2 por el oéxido nitrico

aumenta la expresion de XIAP (Abkhezr, 2010; Yuan, 2012).
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La importancia de EPAC y el cAMP en el corazén y en la proteccion cardiaca ha
sido descrito recientemente (Markovic, 2011). Nuestro grupo ha sido de los primeros
en estudiar el papel de EPAC sobre el efecto inotrépico de Ucn en el corazén
(Calderdn-Sanchez, 2011). Pero hay escasa evidencia de su papel en los procesos de
cardioproteccion. Nuestros resultados demuestran la implicacion de Epac en los
procesos cardioprotectores de Ucn. Nuestros resultados muestran como corazones de
rata sometidos a I/R en Langendorff tratados con Ucn a los que se les administra BFA
para inhibir Epac no consiguen mejorar los pardmetros hemodindmicos tal como
ocurre al tratar con Ucn. Ademas la inhibicién de Epac en cultivos celulares sometidos
a I/R y tratados con Ucn bloquea el efecto citoprotector observado con Ucn en los

experimentos de supervivencia celular y liberacion de LDH.

Ademas la inhibicién de EPAC tiene efecto sobre la regulacién génica de la
proteina pro-apoptotica BAD, de tal modo que Ucn no es capaz de aumentar los
niveles de expresion de BAD ni a nivel de mRNA ni de proteina activa.
Consistentemente los cultivos de cardiomiocitos tratados con Ucn donde se inhibe
EPAC tienen significativamente menor nivel de apoptosis que los tratados con Ucn.
Recientemente hemos tenido conocimiento de algunos trabajos donde se estudia el
papel de EPAC en el proceso de apoptosis (Wu, 2014; Mangmool, 2015). Nuestros
resultados apoyan la idea de que EPAC es importante en la proteccion frente a I/R
mediada por Ucn, lo que concuerda con trabajos recientes donde EPAC parece tener
un papel relevante en la fisiologia del corazén (Morel, 2005; Pereira, 2007; Ruiz-

Hurtado, 2012; Ruiz-Hurtado, 2013).

Recientemente se ha descrito el papel cardioprotector de una via de
sefializacion beta adrenérgica formada por cAMP/Epac/Rapl/Rac/Erk donde la
activacion de Epac parecia proteger a los cardiomiocitos de la apoptosis inducida por
oxido nitrico (Kwak, 2008; Zhang, 2013). EPAC como intercambiador de GTP activa la
GTPasa Rapl, catalizando la formacidon de Rapl-GTP, y por tanto la activacion de
Erk1/2. Nuestros resultados demuestran que la activaciéon de EPAC mediante 8CTP es
capaz de activar por fosoforilacion a ERk1/2 de la misma manera que cuando lo
hacemos mediante Ucn. Lo que indica que EPAC se situa aguas arriba de Erk en la via

de sefializacién activada por Ucn.
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En resumen hemos demostrado como la administracion de Ucn produce un
efecto cardioprotector a corto plazo sobre los parametros hemodindmicos depués de
I/R, a lo que hay que sumar la activacion de procesos de regulacidon génica que
aumentan la supervivencia celular y favorece la apoptosis frente a la necrosis, que a
largo plazo puede beneficiar al fitness de los corazones infartados, y todo ello mediado

por las vias de sefializacion de EPAC y Erk1/2.
E.4. Urocortina y la regulacion por microRNAs.

Como hemos visto, ademas del efecto inotréopico positivo que protege al
corazén de los dafios por I/R, Ucn parece desencadenar una respuesta celular basada
en la regulacién de la expresidon de nuevos genes que van a desencadenar procesos
celulares de supervivencia y muerte celular involucrados en una protecciéon a mas largo
plazo. Hemos demostrado como Ucn regula la expresion de los genes CD40-Lg, XIAP y

BAD a través de las vias de sefializacion de Erk1/2 y EPAC.

Dentro de los procesos de regulacidon de la expresion génica Ultimamente ha
cobrado gran importancia el papel de los microRNAs como moduladores de la
expresion génica a nivel post-transcripcional. El descubrimiento de los microRNAs ha
supuesto una pequeiia revolucion cientifica. El hecho de encontrar microRNAs jugando
un papel importante en diferentes patologias humanas, sumado a la posibilidad real de
poder controlar la expresién de un determinado microRNA in vivo, ha convertido a los
microRNAs en una herramienta terapéutica con un gran potencial. Los llamados
antagomiRs son moléculas analogas de RNA, complementaria al microRNA diana que
se pretende inhibir, y modificada con un residuo de colesterol que permite su
transfeccion in-vivo (Krutzfeldt, 2005). De hecho ya hay un estudio clinico en fase 1
(Akdim, 2010) con “mipomersen”, un antagomiR que inhibe la sintesis de la
apolipoproteina B relacionada con la hipercolesterolemia, y que mostré mejores
resultados que cualquier otra droga usada hasta el momento para este tipo de

pacientes (Visser, 2010).

La importancia de los microRNAs en la patologia isquémica del corazén, y
especialmente en los procesos de supervivencia celular y apoptosis, relacionados con

procesos de regulacién génica esta fuera de toda duda. Los primeros trabajos al
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respecto describieron cdmo miR-210 participa en la mejora de la funciéon cardiaca
después de un infarto de miocardio mediante la inhibicidn de la apoptosis celular en el
miocardio (Mutharasan, 2011). Por otra parte se ha demostrado que la sobre-
expresion de miR-499, un microRNA especifico de miocardio que se encuentra inhibido
después de un |IAM, era capaz de proteger el corazdn del dafio por isquemia,
reduciendo la fragmentacién de las mitocondrias de los cardiomiocitos y mejorando la

supervivencia del miocardio (Wang, 2011).

El uso de microRNAs como herramienta terapéutica en el tratamiento de la
patologia isquémica se ha visto reforzado por un trabajo dénde se realiza una
administracidn intravenosa de oligonucledtidos anti sentido para modular miR-208 in
vivo, de modo que se consiguié reducir la expresion de miR-208 en el corazon,

mejorando la funcién cardiaca de animales sometidos a IAM (Montgomery 2011).

La intervencidn con moléculas estables que mimetizan y/o inhiben a
determinados microRNAs, parece emerger como una potente herramienta terapéutica
para la proteccion del miocardio en la cardiopatia isquémica. Segun Rakesch et al 2011
las perspectivas futuras en este campo han de centrarse en: i) identificar nuevos
microRNAs y sus dianas, que regulen procesos patoldgicos y que ayuden a entender los
mecanismos de muerte celular tras el dafio por I/R, ii) identificar microRNAs
importantes en los primeros instantes tras un evento isquémico que permita usarlos
como marcador diagndstico, prondstico y tratamiento de la enfermedad, y iii)
optimizar el uso farmacolégico de los microRNAs y sus inhibidores para reducir el dafio

por I/R.

Teniendo en cuenta todo esto nos preguntamos por qué hasta ahora no se
habia estudiado el papel de los microRNAs en la cardioproteccion mediada por Ucn.
Solo un articulo en 2012 mostré en otro tejido como es la pituitaria que Ucn-2 podria

estar regulando la expresion de miR-325-3p (Nemoto, 2012).

Los microRNAs son capaces de modificar la expresidon de uno o varios genes
diana a nivel de su mRNA, de tal modo que se forman redes de regulacién complejas

gue podrian explicar, al menos en parte, la observacion de estimulos contradictorios
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sobre los genes XIAP y CD40-Lg con funcién anti-apoptdtica, frente al gen pro-

apoptético BAD.

Nuestros resultados del array de expresion de microRNAs en corazones
completos sometidos a I/R muestran cdmo el tratamiento con 10 nM de Ucn es capaz
de producir una modificacion de la expresién de una amplia bateria de microRNAs.
Tras su validacién por gRT-PCR, y después de la bateria de experimentos en diferentes
modelos como son el cultivo de cardiomiocitos adultos, a nivel de corazéon completo en
el sistema Langendorff y el modelo animal de I/R, hemos demostrado que el
tratamiento con Ucn frente a I/R regula la expresién de miR-139-3p, miR-125a y miR-

324.
E.4.1. Urocortina disminuye la expresion de miR-139-3p.

Nuestros resultados muestran cémo el tratamiento con 10nM de Ucn en
corazones sometidos a I/R en el sistema Langendorff reduce el nivel de expresion de
miR-139-3p. Hemos demostrado cédmo el nivel de miR-139-3p aumenta
significativamente en cardiomiocitos aislados cuando son sometidos a I/R. De hecho el
nivel de miR-139-3p en situacion control es ya tan reducido que en estas condiciones
control la aplicacion de diferentes dosis de Ucn no produce ninguna modificacion en
los niveles de expresion de miR-139-3p. Es en dicha situacién de I/R cuando la
aplicaciéon de 10 nM de Ucn es capaz de reducir el nivel de miR-139-3p de forma
significativa, volviendo a los niveles basales de la situacidon control. Por otra parte al
igual que en cultivo de cardiomiocitos, en el modelo animal de I/R in vivo los niveles de
miR-139-3p en la zona isquémica son significativamente mayores que en los animales
control. En esta situacidon el tratamiento con Ucn también es capaz de reducir

significativamente el nivel de miR-139-3p en la zona isquémica.

Existe poca informacién sobre miR-139-3p, sin embargo recientemente se ha descrito
gue la cadena miR-139-5p reduce el estrés oxidativo en cardiomiocitos sometidos a
hipoxia, reduce el nivel de caspasa 3 y el grado de apoptosis a través de una via que
implica a AKT y GSK-3B (Li, 2015). Nuestros resultados indican que Ucn reduce la
expresion de miR-139-3p, que si asumimos que tuviera el mismo efecto que la cadena

—5p, resultaria en un estimulo pro-apotético.
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El proceso por el cual se regula la expresion de microRNAs es un tema aun no
resuelto del todo, sin embargo hemos demostrado que Ucn necesita de la via de
sefializacion de EPAC para regular la expresiéon de miR-139-3p, ya que si inhibimos
EPAC con el inihibidor ESI-05, se impide el efecto de Ucn sobre la expresion de miR-
139-3p. De hecho la activacion directa de EPAC mediante 8CPT consigue reducir el
nivel de expresion de miR-139-3p en cardiomiocitos sometidos a I/R, reproduciendo el

efecto de Ucn.

La importancia del cAMP en la regulacidon de los microRNAs ha sido descrita
anteriormente. EPAC es capaz de regular la transcripcién de miR-124 en cerebro (Yang,
2012). El cAMP y Epac2 incrementan la expresion de la conexina Cx43 y de miR-451
(Mostafavi, 2014). Recientemente se ha visto como la proteina PGE2, situada aguas
abajo en la cascada de sefializacion de EPAC es capaz de regular a miR-21 en
macrofagos, donde estaria regulando la polarizacién e inflamacion a través su diana

Stat3 (Wang, 2015).

Para tratar de encontrar sentido fisiolégico o funcional, realizamos un estudio
bioinformatico en busca de posibles genes diana de miR-139-3p. Después de testear la
bateria de genes obtenida por el analisis bioinformatico, mostramos cémo la sobre-
expresion de miR-139-3p reduce significativamente los niveles de PDE4A, una
fosfodiesterasa especifica de cAMP. De hecho hay algunos trabajos apuntando a qué
PDE4A pueda tener alguin papel en procesos patoldgicos del corazén, como son
arritmias o hipertrofia (Kostic, 1997; Abi-Gerges, 2009). La funcién de PDE4A es
potenciar a través de PKA las vias de sefializaciéon del cAMP por lo que no se puede
descartar su relacion con EPAC (Moon, 2012). Estos datos van en consonancia con
nuestros resultados que muestran como la regulacién de Ucn sobre miR-139-3p
depende de EPAC, lo que indicaria la presencia de una red de regulacién génica que
implicaria al cAMP, EPAC, miR-139-3p, y PDE4A entre otros posibles genes diana. Hay
gue tener en cuenta que nuestros resultados muestran cémo Ucn reduce el nivel de
expresion de miR-139-3p, de tal manera que se estaria perdiendo parte de la inhibicidn
de miR-139-3p sobe PDE4A. Por tanto la aplicacidon de Ucn resultaria en un estimulo

gue favorece la expresion de PDE4A.
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E.4.2. Urocortina aumenta la expresion de miR-125a.

Nuestros resultados muestran como el tratamiento con 10nM de Ucn en
corazones sometidos a I/R en el sistema Langendorff aumenta significativamente la
expresion de miR-125a. La aplicacidon de dosis crecientes de Ucn en cultivo de
cardiomiocitos adultos resulta en un incremento de la expresién de miR-125a. Hemos
mostrado como el proceso de I/R en cultivo de cardiomiocitos disminuye
significativamente el nivel de expresién de miR-125a. En esta situacion la aplicacion de

10 nM de Ucn aumenta y recupera el nivel de miR-125a.

En el proceso de regulacidon de la transcripcién de miR-125a por Ucn hemos
demostrado que necesita de la via de Erk1/2. El inhibidor de Erk1/2 PD impide que Ucn
recupere la expresion de miR-125a tras I/R. En consonancia con nuestros resultados
hay varios trabajos donde se describe la importancia de Erk1/2 como regulador de la
expresion de microRNAs. Por ejemplo Erk1/2 es capaz de transactivar a miR-133
regulando en cardiomiocitos la expresion de las caspasa-3 y -9 (Wang, 2014). Y de
hecho recientemente se ha descrito una relacion entre miR-125a y Erk1/2, aunque en
este caso es miR-125a quien estaria promoviendo adipogénesis a través de la

inhibicién de la ruta RhoA/Rock1/Erk1/2 (Chen, 2015).

En cuanto a la funcién de miR-125a realizamos una busqueda bioinformatica de
posibles genes diana que fueron testeados posteriormente mediante anadlisis de su
expresion por qRT-PCR. En la figura 23A se muestra como la sobreexpresiéon de miR-

125a reduce significativamente los niveles de BrcAl, Cpt2 y Taz:

i) BrcAl es un gen supresor de tumores con funcién muy bien conocida en cancer a
través de p53. Sin embargo su papel reparador del dafio en el ADN no estd bien
explorado en otros tejidos. Se ha demostrado que BrcAl juega un papel importante
como regulador de la funcién cardiaca después de un IAM. De tal modo que la pérdida
de funcidn de BrcAl resulta en remodelado ventricular adverso, peor funcién
ventricular, y mayor tasa de mortalidad de los cardiomiocitos tras una lesion isquémica
(Shukla, 2011). BrcAl es por tanto una proteina importante para la respuesta
adaptativa de los cardiomiocitos al dafio en el ADN, y esta relacionada con el

metabolismo energético celular, la apoptosis y una peor funciéon cardiaca (Singh,
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2013). Recientemente se ha descrito que BrcAl puede estar regulado post-

transcripcionalmente por microRNAs (Quann, 2015).

En relacién con lo anterior se ha propuesto que miR-125a junto a miR125b
pueda estar inhibiendo la apoptosis precisamente a través de p53 (Chen, 2015), lo que
iria en linea el papel de BrcAl sobre p53. De hecho en corazén miR-125b podria estar
protegiendo de la misma manera el miocardio de los dafios por I/R (Wang, 2014). Sin
embargo existen varios trabajos donde miR-125a se describe en sentido contrario
como promotor de apoptosis junto a otros miembros de la familia let-7, a través de
posibles genes diana como la proteina HuR (Guo, 2009), Bcl2, Bcl2L12 y Mcll (Tong,
2015), y reprimiendo la expresiéon de Stat3 (Wang, 2015). No hay duda de que hay que
seguir investigando al respecto, pero hay datos que apoyan la importante relacion de
miR-125a con la supervivencia celular y la apoptosis, lo que apoya nuestros resultados
sobre la regulacion génica de Ucn sobre los procesos celulares de proteccién frente a

I/R.

ii) Hemos mostrado que miR-125a inhibe la expresiéon del gen Taz (Tafazzin),
relacionado con el sindrome de Barth, una miocardiopatia genética dilatada ligada al
cromosoma X. Este gen no ha sido descrito nunca en un proceso isquémico, sin
embargo si que se ha relacionado la inhibicion de la expresion de Taz con una pérdida
del correcto metabolismo energético y la sefalizacién mitocondrial de la apoptosis

(Ikon, 2015).

iii) Por ultimo miR-125a atenua la expresiéon de Cpt2 (carnitina palmitoil-transferasa),
una proteina de la membrana mitocondrial encargada de la oxidacion de acidos grasos
de cadena larga, y cuya pérdida se ha visto asociada a una peor recuperacion del
corazon tras un IAM (Sena, 2009). No se han descrito microRNAs que regulen Cpt2, sin

embargo la isoforma Cptl-a si que es regulada por microRNAs (lliopoulos, 2010).
E.4.3. Urocortina aumenta la expresion de miR-324.

Nuestros resultados muestran como el tratamiento con 10 nM de Ucn aumenta
significativamente la expresion de miR-324 en corazones sometidos a I/R en el sistema

Langendorff. La aplicacién de dosis crecientes de Ucn en cultivo de cardiomiocitos
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adultos resulta en un incremento de la expresion de miR-324. Hemos descrito cémo el
proceso de I/R en cultivo de cardiomiocitos, al igual que con miR-125a, disminuye
significativamente el nivel de expresidn de miR-324. En estas condiciones el uso de 10
nM de Ucn recupera el nivel de miR-324, aumentando su expresién. Este efecto se ve
contrarrestado al inhibir Erk1/2 mediante PD, de modo que Ucn necesita de la via Erk

1/2 para regular la expresion de miR-324.

En la busqueda de funcién de miR-324 a través de sus posibles genes diana
mostramos como la sobreexpresion de miR-324 aumenta significativamente los niveles
de Stat2 y Bcl2L11. Aunque la funcidn principal de los microRNAs es reprimir la
transcripcién, y en ocasiones se asume que esa es exclusivamente su funcion
fisiologica, algunos microRNAs pueden actuar en sentido contrario favoreciendo la
expresion de sus genes diana (Plaze, 2008; Valinezhad, 2014). Incluso un mismo
microRNA puede inhibir o favorecer la expresiéon de un determinado gen segun las
condiciones fisioldgicas del momento (Saraiya, 2013). De hecho en consonancia con
nuestros resultados se ha descrito que miR-324 induce la expresion del gen RelA a
través de su promotor aumentando el nivel de mRNA y proteina de RelA, lo que

aumenta el nivel de caspasa 3 activa (Dharap, 2013).

Stat2 es un miembro un tanto minoritario dentro de la familia de proteinas
STAT. Las proteinas STAT responden a estimulos externos de diferentes citoquinas y
factores de crecimiento actuando como transductores de sefial, y activando otros
genes a nivel nuclear. La importancia de la via JAK/STAT sobre el proceso de
cardioproteccidn en el precondicionamiento isquémico se conoce desde hace tiempo
(Xuan, 2001). Posteriormente la via se amplié a JAK/ERK/STAT y se describieron varias
propiedades cardioprotectoras, entre ellas la reduccidn de la inflamacidn local tras una
I/R, y un menor tamafio del infarto (Ottani, 2013). En cualquier caso Stat3 es el
miembro mas estudiado de la familia, y de hecho se ha descrito recientemente que
varias de las propiedades cardioprotectoras de Ucn estdan mediadas por la via
SRC/STAT3 (Chen-Scarabelli, 2013). Nuestros resultados sobre el aumento de
expresion de miR-324 por Ucn indicarian que tal vez parte del efecto cardioprotector
estaria potencidandose a través de la mayor expresion de Stat2, otro miembro de la

familia STAT.
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Por ultimo hemos mostrado como miR-324 favorece la expresion de Bcl2L11
(Bcl2-like-11), gen perteneciente a la familia de Bcl2, con propiedades pro-apoptdticas
o facilitadoras del proceso de apoptosis. De hecho se ha descrito que Bcl2L11 es diana
de miR-24 en cardiomiocitos, y tiene un importante papel protector frente a un IAM
(Li, 2013). Nuestros datos indican que Ucn podria favorecer el proceso de apoptosis
frente a necrosis tras una I/R, y seglin lo que acabamos de ver la mayor expresién de

miR-324 podria estar apoyando este estimulo a través de Bcl2L11.
E.5. miR125a y miR324 como microRNAs circulantes en IAM.

El uso potencial de microRNAs como biomarcadores de enfermedad, en este
caso de dafio miocardico, esta siendo ampliamente estudiado. La importancia de
encontrar microRNAs especificos de forma circulante en la sangre de pacientes que
han sufrido un IAM, y la posibilidad de que estos predigan la evolucidn a largo plazo,
aparicion de complicaciones, insuficiencia cardiaca, etc., ha hecho que se realicen

multiples estudios de investigacion.

En este sentido hay que destacar los prometedores resultados sobre miR-1,
miR-133a, miR-133b y miR-208 , los cuales se han encontrado elevados en pacientes
gue han sufrido un IAM consistentemente en diferentes estudios (D’Alessandra, 2010;
Widera, 2011; Wang, 2014; Li, 2014). Especial relevancia tiene miR-499, el cual parece
estar correlacionado con la aparicién y gravedad de insuficencia cardiaca posterior

(Corsten, 2010).

Sin embargo a pesar de todos los avances y de algunos resultados alentadores
sobre el uso de microRNAs circulantes como futuros biomarcadores, todavia es
necesario resolver algunas cuestiones. La extraccién de microRNAs extracelulares no
es una tarea facil, ya que se encuentran en cantidades relativamente bajas en la sangre
y la falta de normalizadores enddgenos fiables dificulta la cuantificacién especifica de
microRNAs circulantes. De momento, no existe un consenso en cuanto a la
metodologia a seguir, la obtencién y preparacién de las muestras y el método de
cuantificacién y normalizacién de los resultados. Por tanto, es necesaria la
estandarizacion de protocolos para el desarrollo de microRNAs circulantes como

nuevos biomarcadores.

117



Nuestros resultados sobre el nivel circulante de microRNAs presente en la
sangre de pacientes que han sufrido un IAM tratado mediante angioplastia primaria; es

decir, una I/R, muestran datos relevantes para miR-125a y miR-324:

i) En la figura 20B se puede observar como el nivel de miR-125a en sangre es
significativamente mayor 12h después de la intervencidn coronaria respecto al tiempo
Oh, momento antes de realizar la intervencion de reperfusion, analizando la expresién
de forma pareada entre las muestras del mismo paciente. Comparando el nivel de miR-
125a antes y después de abrir el vaso, comprobamos como hay una liberacién de miR-
125a al torrente sanguineo debido a la propia reperfusion, ya que el nivel de miR-125a
no varia entre el grupo de pacientes control y las muestras de pacientes en isquemia
(tiempo Oh). En relacién a nuestros resultados recientemente se ha publicado un
estudio donde han encontrado niveles elevados de miR-125a-5p en pacientes que
sufrian insuficiencia cardiaca con reduccién de la fraccidon de eyeccién del ventriculo
izquierdo (Wong, 2015), hecho que apoya el papel de miR-125a, no sélo como

biomarcador, sino en relacién a la propia patologia isquémica.

ii) En la figura 20C se muestra como el nivel de miR-324 es significativamente mayor en
todas las muestras de los pacientes con 1AM, desde el tiempo Oh en situacion de
isquemia, hasta las 3h, 12h y 24h después de abrir el vaso, comparado con el grupo de
pacientes control. Estos resultados indican que es la isquemia producida durante el
IAM lo que provoca la liberacién de miR-324, cuyo nivel de expresidon se mantiene
significativamente elevado al menos 24h después de la intervencién. Esto es una
buena caracteristica para su potencial uso como biomarcador de dafio miocardico
pues seria un marcador mas estable, con una ventana amplia para su deteccién. Esto
es relevante porque la mayoria de microRNAs suelen tener curvas temporales muy
marcadas con picos de liberacion entre 1-3 horas desde la lesién, cayendo

rdpidamente su nivel en sangre (D'Alessandra, 2010; Wang, 2010).

Actualmente no podemos concluir nada definitivo sobre el papel de miR125a y
miR-324 en la sangre de pacientes con IAM, y es necesario ampliar el estudio para
poder determinar su usabilidad como biomarcadores. Sin embargo estos resultados

demuestran que ambos microRNAs son relevantes a nivel cardiaco y deben estar
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ejerciendo algun papel en el proceso de I/R, apoyando los experimentos mostrados en
otros modelos experimentales. A pesar de que todo nuestro trabajo de investigacién
basica esta realizado en un modelo animal en rata, hay indicios suficientes para pensar
gue los resultados puedan ser extrapolables al ser humano. De hecho los microRNAs
estdn muy conservados y la mayoria de secuencias de microRNAs son similares entre
humanos y roedores. De hecho las secuencias de 22 nucleétidos de miR125a, miR-139-

3p y miR-324 son idénticas en rata y humano.

Nuestros resultados en conjunto apoyan la idea de que Ucn es una molécula de
caracter cardioprotector cuyos efectos van mas alld del inotropismo positivo en el
corazén sometido a I/R. Ucn es un potente regulador de la expresién génica que
desencadena una respuesta celular de supervivencia y muerte celular por apoptosis
bajo la que subyacen mecanismos moleculares que forman un complicado circuito de
regulacion génica. Hemos descrito como Ucn regula la expresién de los genes CD40-Lg,
XIAP, y BAD, ademads de 3 nuevos microRNAs como miR-139-3p, miR-125a y miR-324.
Estos cambios de expresion génica y regulacidon pos-transcripcional por microRNAs
resultan en diferentes estimulos pro- y anti-apoptdticos que en suma estan
aumentado la supervivencia de los cardiomiocitos tras una I/R y favoreciendo la

apoptosis frente a la necrosis como un mecanismo de muerte celular mas fisiolégico.
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F. CONCLUSIONES

i. La aplicacidon terapéutica de Urocortina al inicio de la reperfusién mejora la

contractilidad del corazén en un modelo animal de I/R.

ii. Urocortina mejora los pardmetros hemodindmicos de contractilidad, presién
diastdlica final, y resistencia vascular en un modelo de I/R en corazén perfundido en
sistema Langendorff, cuando es aplicada tanto en pre- como en post-
condicionamiento. Este efecto cardioprotector necesita de la actividad de Erk1/2 y

EPAC.

iii. La aplicacién de Urocortina mejora la supervivencia celular de los cardiomiocitos
sometidos a isquemia/reperfusion in vitro y favorece la muerte celular por apoptosis

frente a la necrosis.

iv. Urocortina produce sobre-expresion de la proteina BAD con efecto pro-apotodtico a

nivel de mRNA y proteina, para lo cual necesita de la activacion de EPAC.

v. Urocortina promueve la sobre-expresion de los genes anti-apoptéticos CD40-Lg y

XIAP a nivel de mRNA y proteina, para lo cual necesita de la via de Erk1/2.

vi. La aplicacién de Ucn produce un cambio en el perfil de microRNAs del miocardio

después del proceso de revascularizacion.

vii. Urocortina reduce el nivel de expresion de miR-139-3p que se ve incrementado
después de I/R en diferentes modelos experimentales. Urocortina necesita de EPAC

para regular el nivel de expresién de miR-139-3p.

viii. La sobreexpresion de miR139-3p inhibe la expresién de la fosfodiesterasa
especifica de cAMP, PDE4A, como posible gen diana involucrado en procesos

patoldgicos del corazon.

ix. Urocortina modula la expresién de los microRNAs miR-125a, y miR-324,
aumentando y revertiendo su nivel de expresion después de I/R. Urocortina necesita

de Erk1/2 para regular el nivel de expresion de miR-125a y miR-324.
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X. La sobreexpresion de miR-125a inhibe la expresién de BrcAl, Taz y Cpt2 como
posibles genes diana, relacionados con el metabolismo energético celular y la

apoptosis.

xi. La sobreexpresién de miR324 aumenta la expresiéon de Bcl2L11, con efecto pro-

apoptaético y Stat2, como posibles genes diana.

xii. En pacientes con IAM reperfundido mediante angioplastia primaria el nivel
circulante de miR-125a en suero es elevado significativamente a las 12h de la

intervencién respecto a la situacion de isquemia previa a la intervencion.

xiii. En pacientes con IAM reperfundido mediante angioplastia primaria el nivel
circulante de miR-324 en suero es significativamente mayor que el nivel de expresidn
en pacientes control desde la situacion de isquemia hasta al menos 24h después de la

intervencién de reperfusioén.
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