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Introduccion

|. RESPUESTAS CELULARES A LA DISMINUCION DE OXIGENO.

I.1. Tipos de respuestas frente a la hipoxia.

La hipoxia tisular (disminucion local del oxigeno en los tejidos) constituye la base
fisiopatologica de enfermedades con elevado indice de mortalidad en el mundo
desarrollado, como son el infarto de miocardio, los accidentes cerebrovasculares, la
hipertensién pulmonar croénica, y las patologias asociadas a la reperfusién de 6rganos
trasplantados. Todos los organismos, desde bacterias hasta mamiferos han
desarrollado respuestas fisiolégicas adaptativas a la falta de esta molécula esencial
para la vida. Las respuestas a la hipoxia pueden ser de dos tipos; respuestas agudas,
que se producen inmediatamente después del estimulo hipéxico (en el transcurso de
segundos 0 minutos), y respuestas crénicas, que se producen cuando la hipoxia
persiste durante periodos mas prolongados de tiempo (horas o dias). Las respuestas
agudas o rapidas estan principalmente mediadas por canales i6nicos y constituyen la
primera linea de defensa del organismo frente al descenso de oxigeno en los tejidos.
Estas generan cambios respiratorios y cardiovasculares rapidos para asegurar el aporte
de oxigeno a érganos vitales como el corazén o el cerebro (Bunn and Poyton, 1996;
Lopez-Barneo et al., 2004; Semenza, 1999a; Wenger, 2002). Las respuestas cronicas,
por otra parte, conllevan cambios en los patrones de expresién génica que se traducen
en cambios bioquimicos encaminados a incrementar el suministro de oxigeno a los
tejidos hipoxicos, permitiendo, en dltimo término, reducir las necesidades celulares de

oxigeno. Los mediadores de este tipo de respuestas son factores de transcripcion.

I.1.1. Respuestas agudas a la hipoxia.

Los principales responsables de las respuestas agudas a la hipoxia son células
excitables especializadas, tales como las células neurosecretoras localizadas en
o6rganos quiomirreceptores, las células de la musculatura lisa vascular y algunas
neuronas.

Las células neurosecretoras sensibles a oxigeno median las respuestas
cardiorrespiratorias rapidas en respuesta a la hipoxia (Bunn and Poyton, 1996; Lopez-
Barneo et al.,, 2001; Lopez-Barneo et al., 2004; Wenger, 2002). Se trata de células
excitables que poseen en su membrana plasmatica canales de potasio sensibles a
oxigeno y que se localizan en los principales érganos quimiorreceptores del organismo,
como son el cuerpo carotideo, los cuerpos aérticos y los cuerpos neuroepiteliales

pulmonares. Ante una disminucion en la presion parcial de oxigeno en la sangre
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(hipoxemia) y en el aire inspirado estas células responden activando la liberacién de
neurotransmisores e induciendo un aumento de la frecuencia de disparo de potenciales
de accién de las fibras nerviosas aferentes (Fu et al., 1999; Montoro et al., 1996;
Youngson et al., 1993). De esta forma, se estimulan los centros respiratorios del tronco
del encéfalo para producir hiperventilaciéon, asi como una descarga simpatica cuyo
signo mas aparente es la taquicardia.

El modelo de quimiotransduccion propuesto para las células neurosecretoras
comienza con el cierre de canales de potasio en respuesta a la hipoxia, lo que conduce
a la despolarizacion de la membrana celular, la entrada de calcio en la célula y la
liberacion de neurotransmisores que activan fibras sensoriales aferentes (Delpiano and
Hescheler, 1989; Ganfornina y Lopez-Barneo, 1991; Lopez-Barneo et al., 1988). (Figura
1). Numerosas evidencias experimentales apuntan a que los canales de potasio
dependientes de voltaje y de calcio intracelular (canales de potasio maxi-K) participan

en este tipo de respuesta en células glémicas de rata (Pardal et al., 2000).

Figura 1: Esquema del modelo de

Fibra nerviosa quimiotransduccion en respuesta a la

aferente i i6 . . ;
S Estmulacion hipoxia en células neurosecretoras.
centros reSpIratOrlOS

\/\} Comienza con una inhibicion de canales de

potasio (1) en la membrana de estas células.

4 secrecion Esto conlleva la entrada de calcio extracelular

Célula

Neurosecretora ca” (2) y aumento del calcio intracelular (3), que
produce el incremento de la secrecion de

2 Entrada . . L, .
de calcio neurotransmisores (4) y activacion de las fibras
~ f ’ aferentes.  Finalmente se produce la
PO, en estimulacién de los centros respitarorios del

sangre ; »

1 inhibicién canales de tronco del encéfalo (5). Modificada de Lopez-

potasio sensibles a O, Barneo et al., 2001.

Ademas de las células neurosecretoras, también son sensibles a oxigeno algunas
células de la musculatura lisa vascular. La hipoxia aguda produce principalmente
vasodilatacion de la mayoria de las arterias sistémicas y vasoconstriccion de las arterias
de resistencia del arbol vascular pulmonar. Esta estrategia permite por un lado
incrementar el suministro de oxigeno a los tejidos hipoxicos, y por otro redistribuir el flujo
sanguineo pulmonar desde las zonas mas hipoxicas hacia las mas ventiladas. Ademas,
la hipoxia produce liberacion de sustancias vasoactivas del endotelio y tejidos vecinos
gue contribuyen a los cambios en el tono vascular.

Los canales i6nicos responsables de los efectos agudos de la hipoxia sobre la

musculatura vascular son los canales calcio dependientes de voltaje (Franco-Obregon y
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Lopez-Barneo, 1996; Franco-Obregon et al., 1995; Urena et al., 1996) y los canales de
potasio dependientes de potencial (Weir y Archer, 1995) y maxi-K (Gebremedhin et al.,
1994).

Por dltimo, en el sistema nervioso central, existen neuronas localizadas en la
corteza cerebral y en el hipocampo que, en respuesta a la hipoxia aguda, se
hiperpolarizan por la activaciéon de los canales de potasio regulados por ATP (Haddad y
Jiang, 1993).

[.1.2. Respuestas crdnicas a la hipoxia.

Los organismos reaccionan ante la hipoxia mantenida con respuestas adaptativas
mediadas por cambios de expresion de determinados grupos de genes. Algunos de los
efectos principales de esta reprogramacion génica se conocen con detalle, como son el
incremento de la produccion de glébulos rojos, la formacién de nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis) y el aumento de la actividad glucolitica de las células.
Muchos de estos genes se inducen por la hipoxia, como el gen de la eritropoyetina
(EPO) (lyer et al., 1998; Semenza et al., 1991; Wang y Semenza, 1993), responsable
del aumento del niamero de glébulos rojos en sangre, el gen que codifica el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Forsythe et al., 1996; Goldberg y Schneider,
1994; Kimura et al., 2000), que participa en la angiogénesis, y los genes que codifican
las enzimas implicadas en la glucdélisis (Hu et al., 2003).

La expresion de los genes sensibles a hipoxia depende de factores de
transcripcion regulados por oxigeno. El mas estudiado es el factor inducible por hipoxia
(Hypoxia Inducible Factor, HIF), identificado en 1995 por Semenza y colaboradores
(Wang y Semenza, 1995), aunque también son sensibles a oxigeno otros factores de
transcripcion como AP-1, NF-«xfp (Laderoute et al., 2002; Salnikow et al., 2002) y Egr-1
(Yan et al., 1998; Yan et al., 1999).
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I.2. Factores de transcripcion HIF.

[.2.1. Composicién molecular y funcién de los factores HIF.

HIF es un factor heterodimérico formado por dos proteinas, HIF-a y HIF-f que
pertenecen a la familia de proteinas basicas de hélice-lazo-hélice (bHLH) y dominios
PAS. HIF-B también es conocida como ARNT (Aryl Receptor Nuclear Translocator) o
componente del receptor de hidrocarburos aromaticos, y se expresa constitutivamente.
HIF-p dimeriza con otras proteinas e interviene en otros procesos celulares como en la
detoxificaciébn de agentes xenobioticos (Hoffman et al., 1991; Johnson et al., 1992).
HIF-a es la subunidad reguladora y su expresion se modifica por cambios en los
niveles de oxigeno.

Se han descrito tres isoformas de HIF-a: HIF-1a, HIF-2o y HIF-3a. Las dos
primeras, HIF-lo y HIF-2a son proteinas andlogas en organizacién genémica y
estructura terciaria. Su regulacion también es similar (Ema et al., 1999; O'Rourke et al.,
1999; Wiesener et al.,, 1998). HIF-1a se expresa ubicuamente y es considerado el
regulador principal de la respuesta cronica a la hipoxia (Semenza, 2004). En cambio, la
expresion de HIF-2a esta restringida a determinados tejidos y 6rganos, como el
endotelio vascular, pulmén, corazon, higado y sistema nervioso periférico (Ema et al.,
1997; Flamme et al., 1997; Jain et al., 1998; Tian et al., 1997). Ademas, en casi todas
las lineas celulares transformadas existe expresiéon de HIF-2a (Talks et al., 2000;
Wiesener et al., 1998). Estos datos han sugerido por lo tanto que HIF-20 podria
desempefiar funciones especificas en diversos tipos celulares, ademas de participar en
tumorogénesis. HIF-3a presenta un menor grado de homologia con HIF-1a y HIF-2a. y
su regulacion es menos conocida (Maynard et al., 2003). HIF-3a posiblemente actla
como un represor del sistema de HIF (Makino et al., 2001).

Los heterodimeros HIF-o/HIF-p se unen a secuencias especificas denominadas
HRE (Hypoxia Response Element) localizadas en los promotores de los genes sensibles
a oxigeno. Estas secuencias se han identificado en practicamente todos los genes
regulados por hipoxia y constan de dos o mas secuencias de unién a HIF, llamadas
HBS (HIF Binding Site), cuya secuencia es 5-RCGTG-3".

La generacién de animales que carecen o sobreexpresan HIF-1o 0 HIF-2a han
proporcionado gran cantidad de datos sobre la funcion fisiolégica de estas moléculas en
el organismo. Gracias a estas técnicas se ha podido conocer que HIF-1la es una
molécula clave en el desarrollo, pues los ratones knock-out para HIF-1a (-/-) mueren en

el periodo prenatal, como consecuencia de malformaciones cardiovasculares y del tubo
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neural, y de la muerte celular en el mesénquima cefélico (lyer et al., 1998; Ryan et al.,
1998). En cambio, los ratones heterocigotos (+/-) son viables, pero presentan
alteraciones en las respuestas a la hipoxia crdnica respecto a los ratones silvestres.
Algunas de estas alteraciones son la disminucion de la hipertrofia ventricular, de la
hipertensién pulmonar, y del desarrollo de policitemia tras la exposicion de estos
animales a hipoxia crénica. Por otro lado, los primeros ratones knock-out para HIF-2a (-
/-) generados también mueren durante el desarrollo embrionario, al presentar una
maduracion deficiente de los pulmones y los vasos sanguineos (Compernolle et al.,
2002; Peng et al., 2000), fallo cardiaco y una homeostasis alterada de catecolaminas
(Tian et al., 1998). Posteriormente, y gracias a la modificacion del fondo genético de
estos ratones se consiguieron animales HIF-2a (-/-) viables. No obstante estos animales
presentan defectos en el desarrollo postnatal; son mas pequefios que los silvestres y
tienen hipertrofia cardiaca y hepatica (Scortegagna et al., 2003a; Scortegagna et al.,
2005; Scortegagna et al., 2003b). Diversos estudios sobre células madre embrionarias
(Embrionic Stem, ES) que carecen de los factores HIF han revelado ademas que HIF-
la, y no HIF-2q, tiene un papel critico en las respuestas generales frente a la hipoxia
(Brusselmans et al., 2001; Carmeliet et al., 1998; lyer et al., 1998; Ryan et al., 1998). No
obstante, HIF-2a regula la expresion de la tirosina hidroxilasa en el 6rgano de
ZuckerKandl (Peng et al.,, 2000; Tian et al., 1998) y de VEGF en pneumocitos
(Compernolle et al., 2002) en el periodo embrionario. Todos estos estudios han revelado
por tanto que HIF-1a y HIF-2a son proteinas con funciones in-vivo no redundantes (Hu
et al., 2003; Wiesener et al., 1998).

[.2.2. Regulacién de HIF-a dependiente de oxigeno.

El principal mecanismo de regulacion de HIF es postraduccional y depende de los
niveles de oxigeno disponible. En condiciones de normoxia, HIF-a se transcribe y
traduce constitutivamente, pero es degradado por el proteosoma. Dicha degradacién
esta dirigida por la hidroxilacion de dos prolinas especificas (las prolinas 402 y 564 en
HIF-1a y las 405 y 530 en HIF-2a) localizadas en regiones conservadas de HIF-1a y
HIF-20. (Ivan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001). La hidroxilacion de estas prolinas por
las prolil hidroxilasas (PHDs) facilita la interacciéon de HIF-a con la proteina supresora
de tumores VHL (Von Hippel Lindau) (Maxwell et al., 1999), la cual forma parte de un
complejo proteico E3 ubiquitin ligasa. Este complejo marca a HIF-a mediante
poliubiquitinizacion para su entrada en el proteasoma. En hipoxia, HIF-a no

interaccionan con pVHL y, por tanto, no se ubiquitiniza. De esta forma, la proteina se
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estabiliza y se une a HIF-1p formando un complejo que se traslada al nucleo y activa la

transcripcién de los genes diana (Figura 2).
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Figura 2: Regulacion de HIF-a dependiente de oxigeno.

En normoxia las prolil hidroxilasas (PHDs) hidroxilan a HIF-1a y del mismo modo a HIF-2a, lo que
permite su degradacion en el proteosoma. Por otro lado la asparragil hidroxilasa (FIH) hidroxila a
ambos factores inhibiendo su actividad transcripcional. En hipoxia HIF-o escapa a este tipo de

regulacién, se estabiliza y trasloca al nucleo, donde activa la transcripcion de sus genes diana.
Modificada de Ratcliffe, 2007.

Otro tipo de hidroxilacion modula la interaccion de HIF con el coactivador de la
transcripcién p300 (Ebert y Bunn, 1998), y por lo tanto su actividad transcripcional. En
este caso, en normoxia la asparragil hidroxilasa o FIH (Factor Inhibidor de HIF)
(Hewitson et al., 2002; Mahon et al., 2001) hidroxila el residuo de la asparragina 803 de
HIF-1a (y de la asparragina 851 en HIF-2a), impidiendo asi la interaccién de éste con

p300 y la activacién de la transcripcion de los genes diana. De esta manera, las
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moléculas de HIF-a que en normoxia pudieran escapar de la degradacion en el
proteasoma no activarian la transcripcién de los genes diana (Dann et al., 2002; Lando
et al., 2002).

Las prolil hidroxilasas pertenecen a la familia de las dioxigenasas dependientes
de hierro, que emplean a-cetoglutarato y oxigeno como co-sustratos. Por lo tanto la
actividad enzimatica de estas enzimas puede ser inhibida, ademas de por la hipoxia, por
agentes quelantes de hierro como la desferroxamina, por compuestos analogos al o-
cetoglutarato, como la dimetiloxalilglicina (DMOG), y por otros compuestos como el
cloruro de cobalto, que actia modificando el estado de oxidacién del hierro. La
aplicaciéon de estos compuestos induce en cada caso la estabilizacion de HIF-a en
normoxia, por lo que se han utilizado ampliamente como compuestos miméticos de la
hipoxia (Ilvan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001; Lopez-Barneo et al., 2001; Semenza,
1999a; Wenger, 2002).

Aunque, desde su descubrimiento, a las prolil hidroxilasas se les ha atribuido la
funcion sensora de la disminucion del oxigeno durante la hipoxia crénica, en los dltimos
afilos numerosos estudios han propuesto la participacion de la mitocondria en los
mecanismos sensores de este tipo de hipoxia (Figura 3). Segun estos estudios las
especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas en la mitocondria durante la hipoxia
podrian inactivar a las prolil hidroxilasas al provocar el cambio del estado redox del
hierro del centro activo e inducir asi la estabilizacion de HIF (Brunelle et al., 2005; Guzy
et al., 2005; Kaelin, 2005; Mansfield et al., 2005). Este mecanismo seria diferente del
gue sucede durante la anoxia o el mediado por la accién de los miméticos. En cualquier
caso en la actualidad existe controversia sobre la funcién de las prolil hidroxilasas, la

mitocondria, 0 ambos, como sensores universales del oxigeno durante la hipoxia

mantenida.
Figura 3: Esquema de la posible
implicacién de la mitocondria en los
mecanismos sensores de la hipoxia
l : crénica.
ROS w La generacién de ROS que se produce
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de HIF. Modificado de Kaelin, 2005.
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I.3. Efectos de la hipoxia crénica sobre la regulacion génica de los canales

iénicos.

Muchos tejidos excitables sensibles a hipoxia expresan canales idnicos sobre los
gue recae gran parte de la respuesta celular a la hipoxia aguda. Por esta razén, se
considera probable que la adaptacion a largo plazo a la falta de oxigeno conlleve
cambios en la expresion de estos canales idnicos.

Se ha descrito que en células musculares lisas de arteria pulmonar la hipoxia
induce la expresién de canales TRPC (Aaronson, 2006; Wang et al., 2006). En estas
células también se ha observado una disminucion en la expresion por la hipoxia del
MRNA de los canales de potasio dependientes de voltaje Kv1.2 y Kv1.5 (Wang et al.,
1997; Wang et al., 2005). Por el contrario, los niveles del mRNA del canal Kv1.2 en la
linea celular PC12 aumentan tras la exposicion de las células a un 10 % de O, durante
18 horas (Conforti y Millhorn, 1997). En esta linea celular, estudios realizados en
nuestro laboratorio han revelado que la hipoxia crénica induce la expresién de la
subunidad alH del canal de calcio tipo T (Del Toro et al., 2003). En paralelo, nuestro
grupo ha observado que la hipoxia cronica reprime la expresion de la subunidad f, del
canal de potasio maxi-K en células cromafines de rata (datos no publicados). También
se ha descrito un aumento del mRNA de una subunidad del canal de potasio
dependiente de ATP en una linea celular de cardiomiocitos (Crawford et al., 2003). La
hipoxia cronica induce la expresion de la subunidad auxiliar f; del canal de potasio
maxi-K cuando es transfectado heter6logamente en células HEK293 (Hartness et al.,
2003). Estas ultimas observaciones estan en contradiccidon con trabajos realizados en
nuestro grupo, que han puesto de manifiesto que la subunidad p; se reprime por la
hipoxia crénica en células de musculo liso de aorta toracica y basilar de rata (Navarro-
Antolin et al., 2005). El presente trabajo se ha enfocado al estudio de la regulacion de la
expresion por la hipoxia del canal de potasio dependiente de voltaje y calcio (maxi-K) en

el masculo cardiaco.

[.3.1. Canales maxi-K dependientes de calcio y de voltaje.

Los canales maxi-K son canales de potasio de gran conductancia dependientes
de potencial y de calcio. Se expresan ubicuamente, y su funciéon se ha estudiado en
numerosos tejidos de mamiferos, como en los musculos liso y esquelético, neuronas,
rifién y células secretoras. En cada uno de estos tejidos el canal maxi-K presenta una

estructura molecular concreta y regula funciones celulares especificas. Estos canales
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son sensibles al voltaje y también al calcio, de manera que pueden ser activados por la
despolarizacion de la membrana plasmética y/o el aumento del calcio intracelular (Orio
et al., 2002).

El canal maxi-K esta compuesto por dos tipos de subunidades, una subunidad «a,
que forma el poro, y otra reguladora o auxiliar denominada g (Figura 4). El canal
funcional es un tetramero de subunidades o que posiblemente se asocia a 4
subunidades p. La subunidad principal o esta codificada por un gen, Slol (KCNMA1)
clonado originalmente en Drosophila (Adelman et al., 1992). Su mRNA sufre splicing
alternativo en al menos 10 sitios, localizados en los extremos 5’ y 3’ (Shipston, 2001,
Zarei et al., 2004), generandose asi numerosas isoformas que confieren al canal
propiedades cinéticas distintas. Esta subunidad consta de 7 segmentos transmembrana
(S0-S7) y un largo extremo carboxilo terminal con 4 segmentos hidrofébicos (S7-S10).
En esta zona se encuentra la region del canal que le confiere la sensibilidad al calcio.
En el segmento S4 se encuentra el sensor de voltaje, y los dominios que unen los
segmentos S5 y S6 de las 4 subunidades a se agrupan formando el poro del canal. El
segmento SO permite la interaccion de la subunidad o con la subunidad f.

Las subunidades p estan codificadas por 4 genes distintos (KCNMB1-4), dando
lugar a las diferentes subunidades (pi-ps) (Brenner et al., 2000; Jiang et al., 1999;
Tseng-Crank et al., 1996; Uebele et al., 2000; Wallner et al., 1999; Weiger et al., 2000).
Las subunidades f confieren diferentes propiedades cinéticas y farmacoldgicas al canal
maxi-K (Lippiat et al., 2003). Este hecho, junto con el splicing alternativo de la subunidad
o constituyen las bases moleculares de la gran diversidad de corrientes que pueden ser
debidas a estos canales. Las subunidades  constan de 2 segmentos transmembrana y
tanto el extremo amino como el carboxilo terminal estdn orientados hacia el lado
citoplasmico. Las subunidades B, y Bz presentan un dominio en la zona amino terminal
con aminoacidos hidrofébicos que pueden ocluir el poro del canal, dando como
resultado corrientes que se inactivan rapidamente (Xia et al., 1999; Xia et al., 2003).

La subunidad p; se expresa mayoritariamente en musculo liso vascular, tejido en
el que regula la actividad contractil (Brayden y Nelson, 1992; Valverde et al., 1999). La
subunidad B, se expresa fundamentalmente en células cromafines y en cerebro (Uebele
et al., 2000). La presencia tanto de la subunidad ; como de la subunidad , aumenta la
sensibilidad al calcio del canal. La subunidad (3 se expresa en pancreas, testiculo y
bazo. Por ultimo, la subunidad p4 se expresa mayoritariamente en cerebro (Weiger et
al., 2000), y su presencia disminuye la sensibilidad al calcio del canal (Ha et al., 2004;
Meera et al., 2000).
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Subunidad B Canal maxi-K

Subunidad o
‘ MMUMMM‘ Mmmm 10 pA
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Medio extracelular
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Figura 4: Topologia del canal maxi-K y mecanismo de activacién del canal por calcio en el
musculo liso vascular.

En este tejido el canal colocaliza con el canal de calcio dependiente de voltaje (VDCC) y con los
reservorios intracelulares de calcio (en rosa). Los “sparks” de calcio procedentes de los reservorios
activan al canal maxi-K, hiperpolarizando la membrana plasmatica y produciendo la vasorelajacion.
Modificada de Tanaka et al., 2004.

Los canales maxi-K tienen un papel clave en el control del potencial de membrana
y en la regulacion de la excitabilidad celular. Entre sus funciones estan la regulacién del
tono vascular (Brayden y Nelson, 1992; Valverde et al., 1999), la neurosecrecion
(Robitaille et al., 1993), y la generacién del mapa tonotdpico de la coclea (Langer et al.,
2003; Ramanathan et al., 1999). En el mudsculo liso, la activacién del canal maxi-K
constituye un mecanismo de retroalimentacién negativa para evitar una vasoconstriccion
mantenida. Brevemente, cuando aumenta la concentracion intracelular de calcio en las
cercanias del canal maxi-K debido a la liberacion localizada desde el reticulo
sarcoplasmico (“sparks de calcio”), el canal maxi-K se activa. Su apertura genera un
flujo de potasio hacia el medio extracelular que hiperpolariza la membrana plasmatica,
lo que disminuye la entrada de calcio a través de los canales de calcio dependientes de

voltaje, contribuyendo de esta manera a la vasorelajacion.

[.3.2. Subunidad B: del canal maxi-K.

La subunidad B, fue la primera de las subunidades f clonadas, y hasta nuestros
dias es la mas estudiada. La secuencia de la proteina de la subunidad p; se ha

analizado en las diferentes especies y el alineamiento de estas secuencias indica un
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alto grado de homologia entre ellas (Jiang et al., 1999). Un 71 % de los residuos
aminoacidicos son idénticos entre las diferentes especies y algunas zonas estan
altamente conservadas, como los 2 segmentos transmembrana y los sitios de posible

glicosilacidn, fosforilacion y unién de toxinas (Figura 5).

T™I

Rata ALCLGVAMVVCAaITYY ILGTTVI 57 [@ HLVETNIKDO

Ratén ALCLGVAMVVCAAITYYVLGTTVI] PLYQXSVNWT 51 [of HLIETNIKDQ
Humano 1 R| ALCLGVEMVVCAVITYYI I PLYQXSVWTQESK [ofl HLIETNIRDQ

Vaca = 1 R| ALCLGVAMVVGQAVITYYILGTTV. (o HHLIETNIReQ

Perro M fVMCAVIaYYILGTTmI I 511 TETNTRS

Consenso  MgKKLVMAQK Y CAYILYYilg T Ty [of £ i ETNTXE0EE
16 39 53

*

Rata  LEG [rK] veQy? [§ VSAVGRWAMLYHTED SYIPrnLDNYQOTALVDVKKVRANF
Ratén  LEG [KK| vEQYD [o VGRWAMLYHaED ol 5 1P rnLONYOTALADVKKVRARF
Humano  LkG |KK| veQY® [8 oNQQ Kell SY 1 PgSvDNYQTARADVEXVRAKF
Vaca LEG QNhQ Nl SYIPsSLONYQVARADVEXVRAYF
Perro LEG ) TROQNE Nl SYIPgSLeNYQvARADVEXVKAKF
Consenso  Led |k TRCQNGO Sl SY 1P - 51 GNYOLAZaDVaXVLA-F

103

T™M2

Qi |LLFSfFWPTFLLTGGLLIIAMV |X1NrSLSVLAAQK
Y LLFSfFWPTFLLTGOLilIAMV |[K1NxSLSILAAQK
N ILEQRLYGFQa | LLFSLFWPTFLLTGGLLIIAMV |KsNQyLSILAAQK
N |[ETSVLYYRLYGFQS |LLFSLFWPTFLLTGGLLIIvMV |KiNQSLSILAAQY

Rata yikhhnFY
Raton ykhheFY
Humano gBqUvFY

Vaca
Perro JLYrRLYGFQT | LLFSLFWPTFLLTGGLLT TAMV |KiNQSLSILAAQY
Consenso SV1VgRLYGFQ- |LLFS1FWPTFLLTGGLLIIaMV [K-NgsLSiLAAQK

mononNnooon
T
N un

157 178

Figura 5: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las diferentes subunidades f:
clonadas en diferentes especies.

Secuencias de las proteinas deducidas a partir de las secuencias de nucleétidos de los diferentes
genes clonados. Entre las zonas conservadas se encuentran los segmentos transmembrana (TM1 y
TM2) y los posibles sitios de glicosilacion (W) y fosforilacion (P). El asterisco (*) sefiala el posible
lugar de uniéon de la caribdotoxina (ChTX). Los nimeros romanos (ll, Il y IV) marcan las uniones
entre intrones y exones, y las cajas negras, las cisteinas conservadas que posiblemente forman

puentes disulfuro. Modificada de Jiang et al., 1999.

La sobreexpresion en sistemas heterélogos y la generacion de animales knock-out
para esta subunidad han dado mucha informacién sobre la funcién de la misma. Asi, se
ha visto que en sistemas heterdlogos la expresion de la subunidad B, confiere mayor
sensibilidad al calcio a la subunidad o (Cox y Aldrich, 2000; Jiang et al., 1999). Por otro
lado, en animales con el gen de la subunidad P, deleccionado se ha observado, en
células de arteria cerebral, una disminucién en la sensibilidad al calcio del canal,
ademas de un desacoplamiento entre la liberacion del calcio desde los reservorios
intracelulares (“sparks” de calcio) y la activacion del canal (Brenner et al., 2000; Pluger
et al., 2000).
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Numerosas evidencias experimentales relacionan la alteracién de la expresién de
la subunidad B; o de su funcién con el desarrollo de la hipertension arterial. Asi, los
animales knock-out para esta subunidad presentan una presién arterial aumentada e
hipertrofia cardiaca (Pluger et al., 2000), caracteristicas observadas también en
humanos que han presentado hipertension durante largo tiempo (Brenner et al., 2000).
Ademds, se ha observado en humanos la existencia de un polimorfismo de un solo
nucleoétido en este gen asociado a una baja prevalencia de hipertension diastélica
(Fernandez-Fernandez et al.,, 2004). También se ha comprobado que ratas tratadas
cronicamente con angiotensina Il, y como consecuencia hipertensas, presentan una
expresion de la subunidad p; disminuida (Amberg y Santana, 2003). Por otro lado, la
activacion aguda del canal inducida por estrogenos, la cual se produce sélo en
presencia de la subunidad f;, restaura el flujo coronario disminuido en mujeres
postmenopausicas (Valverde et al., 1999).

Nuestro grupo ha contribuido al estudio de los mecanismos moleculares por los
cuales la hipoxia crénica puede contribuir al desarrollo de la hipertensién arterial.
Experimentos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que la hipoxia reprime
la expresion de la subunidad B; en células de arterias basilar y aorta de rata y mamaria
de humano. La menor expresién de la subunidad B; produce una disminucion de la
probabilidad de apertura del canal maxi-K y una consecuente disminucion de la
capacidad vasorelajante del canal, lo cual favorece la vasoconstriccién y la hipertension
(Navarro-Antolin et al., 2005).

1.3.3. El canal maxi-K en el mUsculo cardiaco.

Hasta la fecha no se han registrado corrientes de potasio debidas a la actividad de
los canales maxi-K en la membrana plasmatica de las células del masculo cardiaco. Sin
embargo, en este tejido se ha encontrado que existe una expresién considerable de
subunidad B, y muy poca o nula expresion de subunidad o (Jiang et al., 1999; Ohya et
al., 2005). Numerosas evidencias experimentales han apuntado a que el canal maxi-K
puede presentar una localizacion mitocondrial en algunos tejidos. En 1999 se detectaron
por primera vez corrientes de potasio debidas a la actividad del canal maxi-K en una
linea celular procedente de un glioma humano (Siemen et al., 1999). En estos
experimentos se utilizaron preparaciones de membrana mitocondrial interna,
denominados mitoplastos, sobre los que se registraron usando la técnica de patch-
clamp dichas corrientes de potasio. Mas tarde, en 2002, Xu y colaboradores

identificaron, por primera vez, las corrientes debidas al canal maxi-K como una
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componente de la conductancia basal al potasio en la membrana mitocondrial interna de
cardiomiocitos de cobaya (Xu et al., 2002). En este trabajo realizaron en mitoplastos
tanto registros electrofisiologicos como la medida del flujo de potasio usando un
indicador fluorescente. Ademas, estos autores analizaron por Western blot la presencia
de la subunidad o del canal maxi-K en la fraccibn mitocondrial de un homogenado de
corazon de cobaya, e identificaron una posible isoforma de esta proteina con un peso
molecular notablemente menor al de la proteina nativa (55 KDa, frente a 120 KDa de la
subunidad o clasica). También se ha documentado la presencia de la subunidad o del
canal maxi-K en la fraccion mitocondrial de homogenados fraccionados de cerebro de
rata (Douglas et al., 2006).

En 2005, Ohya y colaboradores clonaron la subunidad p, procedente del musculo
cardiaco de rata y describieron la existencia de 2 variantes de splicing carentes del
segundo segmento transmembrana (Ohya et al., 2005) (Figura 6). Estas variantes,
denominadas Bib y p.c (con nimeros de acceso en GeneBank AB010963 y AB050745,
respectivamente) se expresan 10 veces menos que la variante completa, renombrada
por los autores como pi;a (con numero de acceso en GenBank NM_019273). La
colocalizacion de la subunidad B, con la citocromo ¢ oxidasa y diversas evidencias
electrofisiolégicas sugirieron que esta subunidad se localizaba en la mitocondria. A la
misma conclusién llegaron Sato y colaboradores, que realizaron el mismo tipo de
experimentos electrofisioldgicos en mitoplastos de cardiomiocitos de rata (Sato et al.,
2005).

TM1
rBFfla 1 MSKKLVMAQKRGETRALCLGVAMVVCAAITYYILGTTVLPLY(QKSVWIQESTCHLVETNIKDQEELEGRKVEQYPCLWVNVSAVGRWAMLYHTEDTRDQN

rnmm 1 RERRRRRRRR AR R AR AR R AR R AR AR R AR AR R AR R R AR R R AR R AR AR RN AR AR R AR R AR R AR AR R AR AR R AR AR AR R AR AR R AR AR

ramlc 1 AR R AR R A R A R R R R A R R A R R A R R R R AR A R R A A R R R A A R R R A R A AR R R R R A R R A R R AR A A AR R AR AR R R R R ARl
TM2

rBFfla 101 QQCSYIPRNLDNYQTALVDVKKVRANFYKHHNPYCPSAPQVNETSVVYQRLYGPQILLPSPPWPTFLLTGGLLI IAMVKLNRSLSVLAAQK

rnmlb 101 ."'."Q""."""Q'.L'snn%ammn@mh

IBEB1C 101 #*-cecccocemmmmconnann L*SRPISSAQQHGVTRNGRGPGOA

Figura 6: Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las tres variantes de splicing de
la subunidad g1 de rata.
Los asteriscos (*) indican la identidad entre las secuencias, y el trazo discontinuo la ausencia de

residuos. TM1 y TM2 corresponden a los segmentos transmembrana de la proteina. De Ohya et al.,
2005.

En relacion con la posible funcion en el corazéon del canal maxi-K mitocondrial

(mitoKc,) se sugiere que al igual que el canal de potasio activado por ATP mitocondrial

(mitoKarp), media la cardioproteccion frente al dafio por isquemia y reperfusion (Cao et

27



Introduccion

al., 2005; Sato et al., 2005; Xu et al., 2002). Un episodio de isquemia y posterior
reperfusiébn en el muasculo cardiaco es una situacion fisiopatolégica que induce dafio
tisular y que puede desembocar en un aumento de la muerte celular por necrosis y
apoptosis. Entre las sefales intracelulares que median este efecto se encuentran el
aumento de calcio en el citosol de las células, la acumulacién y sobrecarga de calcio en
la mitocondria y el aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Estas sefiales inducen la apertura del poro de transicibn mitocondrial (mPTP) y la
liberacion al citosol de citocromo c, sefial que inicia la via intrinseca mitocondrial de la
apoptosis (Halestrap, 1999; Lemasters et al., 1998; Weiss et al., 2003), un proceso que
requiere ATP. La apertura del mPTP puede inducir ademas la activacion de la necrosis,
en situaciones de deplecion de ATP (Kim et al., 2003).

El mecanismo de proteccion propuesto para el canal mitoKc, es similar al del
canal mitoKarp, aunque parece ser que ambos canales se activan y actlan de manera
independiente (Sato et al., 2005). La apertura de ambos tipos de canales induce el flujo
de potasio hacia la matriz mitocondrial, lo que despolariza la membrana de la
mitocondria. Esta despolarizacion reduce el flujo de calcio hacia la matriz y disminuye su
acumulacién, frenando de esta manera la activacion de la apoptosis y la necrosis
(Figura 7).

MitOKATp MitOKCa

S

Despolarizacion

Diazéxido /
\4 Prevencion de la

K" =————==  sobrecargade Ca®”* <<——= K

espolarizacion

NS-1619

Paxilina

PKA

CARDIOPROTECCION

Figura 7: Esquema del mecanismo de proteccion mediado por los canales mitoKca y mitoKare.
La apertura de ambos canales induce despolarizacion de la membrana de la mitocondria y reduce el
flujo de calcio hacia la matriz, frenando su acumulacién. La PKA potencia la activacion del mitoKca y
la PKC la del mitoKatp. EI NS-1619 y el diazéxido son farmacos que activan a los canales mitoKca y
mitoKatp respectivamente, mientras que la paxilina y el &cido 5-hidroxidecanoico (5HD) los inhiben.
Modificada de Sato et al., 2005.
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Aungue los mecanismos moleculares subyacentes a los efectos cardioprotectores
del canal maxi-K en el corazén continlan estudiandose en la actualidad, se ha
propuesto la implicacién en ellos de la proteina quinasa A (PKA), el poro de transicién
mitocondrial (MPTP) y las especies reactivas del oxigeno (ROS) (Cao et al., 2005; Sato
et al., 2005; Stowe et al., 2006).
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Il. RESPUESTAS DEL MUSCULO CARDIACO A LA DISMINUCION DE LA
DISPONIBILIDAD DE OXIGENO.

El coraz6n es un 6rgano altamente especializado para la contraccién, cuya
funcién es proporcionar un adecuado suministro de sangre al resto de los érganos y
tejidos del organismo. Para llevar a cabo esta funcién este 6rgano requiere, a su vez, un
suministro de oxigeno adecuado que le permita obtener una gran cantidad de energia.
Cuando la disponibilidad de oxigeno disminuye, el musculo cardiaco responde en un
intento de preservar su importante funcion. La disminucién de la disponibilidad de
oxigeno (situacion hipdxica) en el corazon puede deberse a diversas causas, entre las
que se encuentran la disminucién de la presién parcial de oxigeno en la sangre
(hipoxemia) y la interrupcion abrupta del flujo coronario al corazén (episodio isquémico).
Los efectos inducidos en el musculo cardiaco por estos fendmenos son diferentes
(Ostadal et al., 1999).

II.1. Efectos de la hipoxia sobre el corazdén.

La hipoxemia puede ser debida a varias causas. Entre estas se encuentran la
disminucion de la presién parcial de oxigeno en el aire inspirado (como ocurre en los
lugares a gran altitud, en los que existe una hipoxia hipobarica), el ejercicio continuado,
situacion en la que aumenta la demanda de oxigeno por el corazén (atletas de élite) o la
insuficiencia respiratoria, en la que la funcién alveolar se encuentra comprometida (por
ejemplo en los pacientes que sufren enfermedad pulmonar obstructiva crénica). Cuando
la hipoxemia es continuada en el tiempo puede dar lugar a una hipoxia sistémica en el
organismo. La hipoxia sistémica es un fendmeno generalizado que afecta de forma
difusa a todo el miocardio y esta asociada con el cor pulmonale, la cianosis debida a la
cardiopatia congénita hipoxémica, y a cambios inducidos en el sistema cardiopulmonar
por una disminucion en la presion barométrica en altitud.

La cardiopatia isquémica, denominacién alternativa a la enfermedad coronaria
aterosclerética, constituye en la actualidad la principal causa de mortalidad en el mundo
desarrollado. El término cardiopatia isquémica incluye a un grupo de sindromes, todos
ellos causados por episodios de isquemia con diferente grado de severidad. Un episodio
isquémico implica una disminucién transitoria o permanente del flujo sanguineo
coronario al corazén. La hipoxia severa es la componente mas agresiva de la isquemia,
durante la cual existe ademas una disminucién de nutrientes y un déficit en el lavado de
los metabolitos de desecho. Si la duracién del episodio isquémico es de pocos minutos

los efectos de dicha isquemia pueden ser reversibles. Clinicamente esta isquemia breve
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y transitoria se traduce como una angina de pecho (angor pectoris). Cuando la isquemia
es completa y dura mas de 20 minutos comienza la necrosis en el musculo cardiaco y
se produce un Infarto agudo de miocardio. Si el infarto agudo es suficientemente

extenso puede desembocar en un shock cardiogénico y en la muerte del paciente.

II.1.1. Efectos agudos de la hipoxia.

11.1.1.1. Efectos en la actividad metabdlica.

Durante un episodio hipoxico/isquémico, los efectos metabdlicos son los primeros
en aparecer. En estas condiciones se produce una inhibicion de la fosforilacion oxidativa
y se sustituye la glucolisis aerobia por la anaerobia (Jennings y Reimer, 1991). Como
resultado, disminuye el ATP vy, al estar inhibido el ciclo de Krebs, el acido pirdvico se
convierte en acido lactico. Durante la hipoxia fisiolégica la glucdélisis anaerobia se activa
y es persistente (Opie, 1990). Sin embargo, durante la isquemia el aumento local rapido
de &cido lactico, la disminucion del pH y probablemente la presencia de otros
metabolitos, inhibe el ciclo glucolitico a nivel de la fructosa-6-fosfato, deteniendo
también la glucdlisis anaerobia. Esto, junto con la presencia de radicales libres de
oxigeno, producen una alteracién de la permeabilidad de la membrana plasmatica,
aumentando la entrada de calcio y la concentracion de este ion a nivel del citoplasma y
de la mitocondria. Este incremento masivo de la concentracién de calcio en la
mitocondria inhibe la produccion de ATP y dispara los mecanismos moleculares que
conducen a la muerte celular. Durante la hipoxia fisiol6gica la perfusion del corazén es
normal por lo que se produce un lavado de los productos de la glucdlisis y del acido

lactico, retrasando la generacién de la acidosis que se dispara durante la isquemia.

11.1.1.2. Efectos en la actividad eléctrica.

La hipoxia produce cambios profundos en la actividad eléctrica del musculo
cardiaco. Sus efectos se han estudiado aplicando técnicas electrofisiolégicas en
preparaciones de cardiomiocitos aislados, asi como sobre corazones aislados y
perfundidos. El efecto principal de la hipoxia aguda sobre el misculo cardiaco es la
modificaciéon en la duracion del potencial de accién cardiaco. Los mecanismos
subyacentes a este efecto estan mediados fundamentalmente por la apertura de
canales i6nicos de potasio y de sodio.

La hipoxia aguda puede inducir un acortamiento del potencial de accién cardiaco
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debido principalmente al aumento de la conductancia basal al potasio. Dicha
observacion se extiende a diversas especies, como gato (Vleugels et al., 1980), rata
(Conrad et al., 1983), conejo (Ruiz-Ceretti et al., 1983; Weiss et al., 1992) y cobaya
(Deutsch y Weiss, 1993). En 1983 se identific6 un nuevo canal de potasio en la
membrana plasmatica de los cardiomiocitos que era responsable de este efecto: el
canal de potasio sensible a ATP (Kate) (Noma, 1983). Segun Noma, la hipoxia aguda
induce la apertura de los canales Karp de la membrana plasmatica de los
cardiomiocitos. Se genera asi un flujo de potasio hacia el exterior que tiende a
hiperpolarizar la membrana. Como resultado se acelera la fase de repolarizacion del
potencial de accion cardiaco, que se traduce en un acortamiento de la duracidn de este
potencial. La repolarizacién inhibe a los canales de calcio voltaje dependientes y se
disminuye la entrada de calcio al citosol y la sobrecarga de calcio en el citoplasma,
favoreciéndose la cardioproteccion durante la hipoxia aguda. Aunque este mecanismo
cardioprotector sigue siendo aceptado en la actualidad, también se ha descrito que el
acortamiento del potencial de accion cardiaco puede tener un papel arritmogénico. De
esta manera la aplicacion de pinacidil, que induce la apertura de los canales Karp de la
membrana plasmatica, puede producir arritmias (Fischbach et al., 2004). Ademas de los
canales Karp, durante la hipoxia aguda se activan los canales de potasio rectificadores
hacia el interior IK1 (Ruiz-Petrich et al., 1991). Estos canales, y no los Karp, parecen ser
los responsables del acortamiento del potencial de accién cardiaco durante la hipoxia
aguda en raton (Piao et al., 2007).

Durante la hipoxia aguda, se ha descrito que ademas de la conductancia al
potasio, la conductancia al sodio puede aumentar y producir, de forma contraria al
potasio, un alargamiento de la duracion del potencial de accion cardiaco. Se ha
comprobado que la hipoxia aguda aumenta la amplitud de la corriente hacia adentro de
sodio persistente y sensible al bloqueante tetrodotoxina (TTX) (Hammarstrom y Gage,
2002; Ju et al., 1996). Este efecto también puede tener un papel en la generacién de
arritmias durante episodios de hipoxia e isquemia agudas (Carmeliet, 1999; Ju et al.,
1996). Los canales de sodio responsables de esta conductancia podrian ser de varios
tipos. Sin embargo, se ha demostrado que en células HEK transfectadas con un sélo
tipo de canal, concretamente el canal recombinante hNavl1.5, la hipoxia aguda aumenta

la corriente de sodio (Fearon y Brown, 2004).

11.1.1.3. Efectos en la actividad mecanica.

La hipoxia, fisiolégica o isquémica, produce varios efectos sobre la actividad
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mecanica del miocardio. Durante la isquemia en primer lugar se produce una alteracién
de la funcién diastélica, disminuyendo la capacidad de relajacion del musculo cardiaco.
Esto es debido a la disminucién de los niveles de fosfatos de alta energia (ATP,
creatinfosfato), lo cual inhibe los mecanismos encargados de reducir la concentracion
de calcio intracelular. Como consecuencia, aumenta la concentracion intracelular de
calcio y se favorece la contraccién. Posteriormente tiene lugar la inhibicion de la funcion
sistdlica, con una disminucion de la contractilidad que puede desencadenar la ausencia
de contraccién (aquinesia) o alteraciéon en la misma (disquinesia). Si la isquemia es
transitoria, menor de 20 minutos, la capacidad contractil se recupera al cabo de horas o
dias, dependiendo de la duracion de la isquemia. A esta pardlisis post-isquémica
transitoria del mudsculo cardiaco se le denomina miocardio “aturdido” (en inglés
“myocardial stunning”). Cuando la isquemia es completa y dura mas de 20 minutos,
comienza la necrosis del musculo cardiaco (infarto de miocardio). El tejido necrosado se
sustituye posteriormente por tejido conectivo y la paralisis se hace definitiva.

En los episodios en los que la isquemia no es completa (hipoxia fisiologica), el
coraz6n puede permanecer viable pero aquinético. A esta situacion, que es plenamente
reversible se le denomina miocardio “hibernado” (en inglés “myocardial hibernation”). Se
ha postulado que esta disfuncion contractil podria constituir un mecanismo de
adaptacion a la reduccion del flujo coronario al corazon. La principal diferencia entre el
coraz6n aturdido y el corazén hibernado es que tras el episodio isquémico el flujo
sanguineo es normal o casi normal en el primero (Bolli, 1992), mientras que se
encuentra reducido en el segundo (Rahimtoola, 1989).

Se han propuesto varias hipétesis sobre los mecanismos responsables del
miocardio “aturdido™. la generacién de radicales libres del oxigeno durante la
reperfusion, la alteracién de la homeostasis del calcio, o posiblemente combinaciones
de los dos procesos (Birnbaum y Kloner, 1996). El miocardio hibernado se desarrolla en
respuesta a uno o mas episodios de isquemia y reperfusion. Posiblemente resulta del
progreso desde un estado repetitivo de miocardio aturdido, con flujo sanguineo normal a

un estado de miocardio hibernado con flujo sanguineo reducido (Heusch et al., 2005).

11.1.2. Efectos crénicos de la hipoxia.

El coraz6n es un 6rgano altamente sensible a los cambios en la disponibilidad de
oxigeno. Ante una hipoxia moderada de larga duracion (hipoxia fisiol6gica) el miocardio
responde con la inducciéon de mecanismos de defensa y una reprogramacién génica
que le permitra ejercer su funcién de manera 6ptima (Essop, 2007). Sin embargo, la

disminucion severa del aporte de oxigeno puede romper el delicado balance que existe

33



Introduccion

en este tejido entre suministro y demanda de oxigeno. En estas condiciones los
mecanismos defensivos celulares se ven comprometidos y por lo tanto se generan
cascadas de sefalizaciéon que generalmente producen efectos nocivos sobre el corazén
(hipoxia fisiopatolégica) (Figura 8). De esta manera la hipoxia que se genera durante la
isquemia, de naturaleza fisiopatolégica, causa generalmente la mayoria de las
patologias cardiacas, incluido el infarto de miocardio, la enfermedad cianética cardiaca

congeénita y el cor pulmonale (Budev et al., 2003; Grifka, 1999; Ostadal et al., 1999).

CARDIOPROTECCION

Hipoxia fisiolégica

DANO CARDIACO

-mecanismos de defensa
-remodelado metabdlico

Hipoxia fisiopatolégica

-mecanismos de defensa
sobrepasados
-sefializacién nociva

Figura 8: Esquema del balance existente entre suministro y demanda de oxigeno en el
corazoén.

La hipoxia fisiolégica induce mecanismos cardioprotectores y el remodelado metabdlico. En
situaciones en las que la demanda supera al suministro de oxigeno (hipoxia fisiopatol6gica) los
mecanismos de defensa se ven sobrepasados y se generan cascadas de sefializacion que producen

dafio cardiaco. Modificada de Essop, 2007.

Los estudios centrados en los efectos fisiopatolégicos de la hipoxia han revelado
la participacidbn en estos procesos de una intrincada red de rutas de sefializacién,
mediadores intracelulares y organulos como la mitocondria (Solaini y Harris, 2005). Sin
embargo los mecanismos reguladores subyacentes a la cardioproteccion inducida por la
hipoxia fisiolégica son menos conocidos (ampliado en el apartado 11.3.1 de esta

“Introduccion”).

[1.2. Dafio por reperfusion.

La reperfusion del corazén después de un episodio isquémico es un requisito

indispensable para la recuperacion funcional del corazon. Sin embargo, con el
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advenimiento de las técnicas de revascularizacién coronaria (trombolisis y angioplastia
percutdnea), y en contra de lo esperado, se ha observado que el miocardio puede sufrir
un mayor dafio una vez que el flujo coronario se ha restablecido (Jennings et al., 1960).

La disfuncion cardiaca mas grave inducida por la reperfusion del corazén es el
“dafio letal por reperfusion”. Esta se caracteriza por la muerte de los cardiomiocitos
previamente isquémicos tras la reperfusion, pese a que dichas células mantenian
reversibilidad al dafio. Estudios realizados en modelos animales han revelado que el
dafo letal por reperfusién contribuye a aumentar el tamafo del infarto hasta un 50 %,
por lo que en la actualidad esta disfuncion se ha convertido en la principal diana
terapéutica en el tratamiento de la cardiopatia isquémica.

Los mediadores del dafio letal por reperfusion son fundamentalmente el aumento
brusco del oxigeno y del calcio (Cain et al., 1998; Sommers y Jennings, 1964), aunque
también participa el rapido restablecimiento del pH celular tras la generacion de acido
lactico por anaerobiosis en el periodo isquémico (Lemasters et al., 1996) y la induccién
de procesos inflamatorios (Basu et al., 2000). Todos estos factores inducen una serie de
eventos celulares que confluyen en la apertura del poro de transicion mitocondrial y en
la induccion de la hipercontractura celular (Piper et al.,, 2004), que consecuentemente
dan lugar a la muerte de la célula. El incremento de la disponibilidad de oxigeno dispara
la generacién masiva de ROS (Flitter, 1993) y la disfuncién mitocondrial (Lucas y
Szweda, 1998), en la que ademas se restablece la generacién de ATP. Los
cardiomiocitos, sobrecargados de calcio desde el periodo isquémico, sufren una
sobrecarga mayor inducida por el dafio de la membrana plasmatica de la célula y del
reticulo sarcoplasmico y por el funcionamiento inverso del intercambiador sodio-calcio.
Posteriormente el calcio aumenta bruscamente también en el interior de la mitocondria,

favoreciéndose la apertura del poro de transicion mitocondrial (MPTP).

I1.3. Adaptacidn a la hipoxia. Precondicionamiento cardiaco.

Aunque existe una estrecha relacidon entre hipoxia y enfermedad se sabe que
tanto la hipoxia como la isquemia pueden también desencadenar mecanismos
protectores. Ademas de los mecanismos de adaptacién del corazén inducidos por
hipoxia crénica, se sabe que episodios cortos de isquemia seguidos de intervalos de
reperfusion pueden proteger al misculo cardiaco frente a un insulto isquémico posterior.
Este fendmeno, denominado precondicionamiento isquémico (Pl), se ha estudiado en
detalle, debido a su gran relevancia clinica (Yellon y Downey, 2003). Al igual que la

isquemia, periodos cortos de hipoxia también protegen al corazon frente a una isquemia
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posterior (precondicionamiento hipo6xico; PH) (Lasley et al., 1993; Shizukuda et al.,
1992). Ademas de estos fendbmenos la aplicacion de diversos compuestos también
producen efectos cardioprotectores; es el denominado precondicionamiento
farmacoldgico (PF; (Zaugg et al., 2003)). Los mecanismos moleculares que subyacen
a estos tres fenbmenos aln no se conocen en detalle, aunque parece claro que son
diferentes entre si y a su vez a los producidos por la hipoxia crénica (Kolar y Ostadal,
2004; Tajima et al., 1994). No obstante, parece ser que todos estos fendémenos

comparten algunas vias de sefializacion (Neckar et al., 2002).

11.3.1. Mecanismos de adaptacién a la hipoxia crénica.

Las primeras evidencias sobre el efecto protector de la hipoxia crénica en el
corazoén surgieron de observaciones epidemioldgicas. Inicialmente se observé que la
incidencia de hipertension e infarto de miocardio era menor en lugares a gran altitud
(Hurtado, 1960). Del mismo modo la tasa de mortalidad por cardiopatia isquémica en
estos lugares era inferior a la observada a menor altitud (Mortimer et al., 1977; Voors y
Johnson, 1979). Estas evidencias fueron confirmadas en el laboratorio con estudios
experimentales en los que se usaron camaras para animales con atmosfera de hipoxia
hipobarica, simulando la altitud. En estos experimentos se confirmé que los animales
expuestos a hipoxia crénica desarrollaban una mejor respuesta (disminucién del area
infartada) a la ligacion coronaria y la posterior reperfusién respecto a los animales
normoéxicos (Kopecky y Daum, 1958; Meerson et al., 1973; Poupa et al.,, 1966).
Posteriormente se pudo comprobar que en los animales hipéxicos la incidencia de
arritmias era menor (Asemu et al., 1999; Meerson et al.,, 1987) y la capacidad de
recuperacion frente a la isquemia mayor (Tajima et al., 1994; Turek et al., 1980).

La regulacién a nivel transcripcional constituye la base molecular de la adaptacién
mediada por la hipoxia crénica. Aunque en la actualidad no se conocen muchos datos
sobre esta forma de reprogramacién génica en el mdsculo cardiaco, los experimentos
funcionales han revelado que dicha regulacion le permite por un lado aumentar la
utilizacion de carbohidratos como fuente de energia y disminuir la de los acidos grasos
(remodelado metabdlico), y por otro lado aumentar la eficiencia de la produccion de
energia en la mitocondria (aumento de la funcién respiratoria mitocondrial). Esto a su
vez ayuda a preservar la funcién contractil del corazén (Essop, 2007).

Los principales factores de transcripcion encargados del remodelado metabdlico
en el corazén parecen ser HIF-1a y el receptor a de la proliferacion del peroxisoma

(PPARc, peroxisome proliferator-activated receptor a). Se ha postulado que la
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produccién de ROS durante la hipoxia crénica induce la estabilizaciéon de HIF-1la y la
consiguiente induccién de genes implicados en el metabolismo de la glucosa (Michiels,
2004; Essop, 2007). En paralelo PPARa y su receptor RXRa, que en normoxia
dimerizan para inducir la expresion de los genes implicados en el metabolismo de los
acidos grasos, serian degradados por el proteosoma (Huss et al.,, 2001; Ngumbela et
al., 2003; Razeghi et al., 2001).

Con respecto a la funcion respiratoria mitocondrial se ha propuesto que el
aumento de ROS en la mitocondria durante la hipoxia cronica es responsable de activar
a la proteina quinasa dependiente de Ca?-calmodulina (CaMK), la cual aumenta la
expresion del receptor de la proliferacion del peroxisoma gamma coactivador 1o (PGC-
la) (Wu et al., 2002). Este factor es clave en la regulacién de la biogénesis mitocondrial
(Hashimoto et al., 2007). Por otro lado tiene lugar una activacién de las enzimas del
ciclo de Krebs mediada por calcio que aumenta la produccién de ATP, lo cual contribuye
a aumentar la capacidad bioenergética de la mitocondria durante la hipoxia crénica
(Graier et al., 2007). Por ultimo, la hipoxia crdnica intermitente aumenta la tolerancia de
la mitocondria a la sobrecarga de calcio y atenla la consiguiente apertura del poro de
transicion mitocondrial (mPTP). Esto contribuye a disminuir la muerte celular tras una
posterior situacion de estrés (Zhu et al., 2006).

Aunque los mecanismos subyacentes a este tipo de proteccion son mucho menos
conocidos que los del precondicionamiento (Kolar y Ostadal, 2004), se ha propuesto la
participacion de mediadores comunes a ambos tipos de proteccion, como el canal de

potasio Karp mitocondrial (Asemu et al., 1999; Baker et al., 1999).

11.3.2. Precondicionamiento cardiaco.

El precondicionamiento isquémico (Pl) fue descrito por primera vez por Murry y
colaboradores, los cuales observaron en un modelo de infarto en perros que varios
episodios cortos de isquemia seguidos de reperfusion protegian al musculo cardiaco
frente a un insulto isquémico posterior (Murry et al., 1986). Posteriormente este
fendmeno ha sido observado también en muchas otras especies, como rata (Li et al.,
1990; Liu y Downey, 1992), ratén (Sumeray y Yellon, 1998), conejo (Liu et al., 1991;
Miura et al.,, 1992), cerdo (Schott et al.,, 1990; Vahlhaus et al., 1998) y humano
(Ikonomidis et al., 1994).

Se ha observado que, ademas de reducir el tamafio del area infartada (Murry et
al., 1986), el PI disminuye las arritmias inducidas por reperfusién (Shiki y Hearse, 1987)

y aumenta la recuperaciéon post-isquémica de la funcibn mecanica (Cave y Hearse,

37



Introduccion

1992).

El efecto protector del Pl se manifiesta en dos fases temporales. La primera
aparece en las dos primeras horas tras el episodio isquémico inicial (cardioproteccion
temprana) y la segunda se hace patente mas tardiamente, alrededor de las 24 horas
posteriores al estimulo isquémico inicial (cardioproteccion tardia). Esta segunda ventana
de proteccidn es menos robusta pero mas duradera, al seguir activa hasta 72 horas
después (Baxter et al., 1997).

Los mecanismos responsables del Pl son humerosos y complejos, posiblemente
se desarrollan simultaneamente y de manera integrada. La isquemia provoca la
liberacion de sustancias que tras interaccionar con receptores de membrana
desencadenan cascadas de sefializacion comunes a la primera y segunda ventanas de
proteccion del Pl. No obstante, en el caso de la ventana tardia la sintesis de nuevas
proteinas, como la 6xido nitrico sintasa inducible (iINOS), la superéxido dismutasa (SOD)
y proteinas de choque térmico, marca las diferencias existentes entre ambos procesos
(Rizvi et al., 1999). Entre las sustancias desencadenantes del PI, revisados en Eisen et
al., 2004, se encuentran la adenosina, sustancias opiodes, la bradikinina, las
prostaglandinas, la norepinefrina, la angiotensina y la endotelina. El éxido nitrico (NO),
ROS vy el calcio también inducen el PI, aunque sus efectos no estan mediados por la
interaccion con receptores. Entre los mediadores de la respuesta se encuentran el canal
de potasio mitocondrial mitoKarp, €l canal maxi-K mitocondrial y la proteina quinasa C
(PKC). Entre los posibles efectores finales del Pl se encuentra de nuevo al canal
mitoKarp ¥ al canal maxi-K mitocondrial, asi como el poro de transicion mitocondrial
(mPTP), el intercambiador sodio-H*, cambios en el citoesqueleto y las ROS. Aunque no
esta claro si los canales mitoKarp actian como mediadores o como efectores finales del
PI, parece claro que su apertura hace a la mitocondria resistente a la sobrecarga de
calcio (Holmuhamedov et al., 1998). El mismo mecanismo se ha propuesto para el canal
de potasio mitocondrial maxi-K (Cao et al., 2005; Sato et al., 2005; Xu et al., 2002).

Con respecto a la segunda ventana de protecciéon, esta ampliamente aceptado
gue las ROS y el NO que se generan durante los periodos cortos de isquemia y
reperfusion activan diferentes quinasas, entre las que se encuentra la PKC. Estas
mobilizan factores de transcripcion como AP-1, NF-xf y la familia STAT (Bolli, 2000;
Yellon y Downey, 2003), que a su vez son responsables de la induccién de una amplia
bateria de proteinas cardioprotectoras, entre las que se encuentran la iINOS (Guo et al.,
1999), la ciclo-oxigenasa-2 [COX-2; (Bolli et al., 2002; Wang et al., 2004)] y la hemo-
oxigenasa-1 [HO-1; (Dawn y Bolli, 2005; Yoshida et al., 2001)]. Aunque varios de los

genes que codifican estas proteinas se inducen tipicamente por HIF, hasta fechas
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recientes no se ha demostrado claramente que la induccion de este factor de
transcripcidn participe en la cardioproteccién tardia durante el Pl (Loor y Schumacker,
2008).

La estabilizacién de HIF inducida por la isquemia se ha observado en ratén, y su
efecto protector se ha evidenciado durante la primera ventana de proteccion, al
aumentar la sefializacion purinérgica (Eckle et al., 2008). Ademas, recientemente han
aparecido evidencias de que la alteracion de la expresion de HIF-1oa en normoxia de
manera previa al estimulo isquémico pueden modificar la respuesta protectora temprana
y tardia (primera y segunda ventanas de proteccion). La reduccién del area infartada
inducida en la ventana temprana por la isquemia no se manifiesta en animales
heterocigotos para HIF-1a (+/-) (Cai et al., 2008). Ademas, se ha demostrado que la
sobreexpresion constitutiva de HIF-1a en cardiomiocitos de rata neonatal dispersos
induce cardioproteccion tardia frente a la isquemia y reperfusién mediante la induccién
de sus genes diana (Date et al., 2005). En este sentido, el silenciamiento in vivo
especifico de la prolil hidroxilasa-2, que en normoxia estabiliza los niveles de HIF-1a
(Berra et al., 2003) produce en corazones de raton una disminucion del dafio por
reperfusién (Natarajan et al., 2006; Natarajan et al., 2007).

Por dltimo cabe destacar la importancia desde el punto de vista clinico de la
estrecha relacion existente entre el Pl y el fendmeno de la hibernaciéon miocéardica. Este
proceso es iniciado en respuesta a varios insultos breves de isquemia y reperfusién y se
caracteriza por el descenso en la actividad contractil y del consumo de oxigeno por el
tejido cardiaco (Rahimtoola, 1985). Durante este proceso se ha observado una
reprogramacion génica similar a la observada durante la fase tardia de la proteccion
inducida por el Pl (Depre et al., 2004).

Al igual que la isquemia, la hipoxia aplicada en periodos cortos también protege al
corazoén frente a un insulto isquémico posterior (Lasley et al., 1993; Shizukuda et al.,
1992). El precondicionamiento hip6xico (PH) comenzé a estudiarse sobre corazones
aislados y perfundidos, pero la dificultad de generar un modelo animal in-vivo de flujo
sanguineo reducido ha hecho necesaria la busqueda de modelos celulares in-vitro en
este tipo de estudios. Por esta razén se ha estudiado el efecto de la hipoxia moderada
sobre preparaciones de cardiomiocitos aislados (Liu et al., 2003; Silverman et al., 1997;
Xu et al., 2004) y se han desarrollado diferentes protocolos de “simulacion” de la
isquemia y reperfusion sobre estas preparaciones (Armstrong et al., 1994; Diaz y
Wilson, 2006; Ikonomidis et al., 1994; Vander Heide et al., 1990). Parece claro que HIF-
la participa en estos mecanismos cardioprotectores, bien estabilizandose durante el

periodo hipéxico previo a la isquemia y reperfusion (Xu et al., 2004), bien fosforilandose
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(Liu et al., 2003).

El esclarecimiento de las vias de sefializacion que en ultimo término producen el
Pl en el corazon disparé la basqueda de agentes miméticos del estado precondicionado
con un posible papel terapéutico. En la actualidad se conoce que determinados
compuestos, entre los que se encuentran diversos anestésicos volatiles, sustancias
oipoides y drogas activadoras de canales i6nicos, son capaces de mimetizar los efectos
cardioprotectores del Pl (Zaugg et al., 2003). Esta forma de precondicionamiento se
denomina precondicionamiento farmacolégico (PF).

Numerosos estudios han evaluado el efecto cardioprotector de los anestésicos
volatiles, como son el isoflurano, el enflurano, el halotano (Mattheussen et al., 1993;
Warltier et al., 1988), el sevoflurano (An et al., 2001; Toller et al., 1999) y el desflurano
(Toller et al., 2000). Estos efectos fundamentalmente son la disminucién de la
sobrecarga de calcio citosélico y la disminucion del area infartada tras la isquemia (An et
al., 2001). La activacion de los receptores opioides también induce ambos tipos de
proteccién, temprana y tardia, de forma similar a la observada en el Pl (Fryer et al.,
1999). El PF que producen ambos tipos de compuestos comparten diversos pasos en
las respectivas vias de sefializacion que a su vez son comunes a las del PI. Estos pasos
son fundamentalmente la activacion de receptores acoplados a proteinas G (Hanouz et
al., 2002; Roscoe et al., 2000), la activacién de proteinas quinasas (da Silva et al., 2004;
Toller et al., 1999; Uecker et al., 2003), la producciéon de ROS (Tanaka et al., 2003) y la
activacion de los supuestos efectores finales, los canales de potasio dependientes de

ATP sarcoplasmico y mitocondrial (Zaugg et al., 2002).

Tabla 1: Principales agonistas y antagonistas de los canales de potasio efectores del PF en el corazon.

Canal Agonistas Antagonistas
sarcoKarp P-1075 HMR-1098, glibenclamida
mitoKarp Diazo6xido Acido 5-hidroxidecandico, glibenclamida
mitoKca NS-1619 Paxilina, caribdotoxina, iberiotoxina

La activacion farmacoldgica del canal Karp mitocondrial fundamentalmente,
aunque también del localizado en la membrana plasmatica, induce el estado
precondicionado en el corazén (Lamping y Gross, 1985). La aplicacién de antagonistas
de estos canales, a su vez, bloguea este tipo de precondicionamiento (Grover y Garlid,
2000). De la misma manera, la activacion con agonistas del canal maxi-K tiene efectos
beneficiosos en el corazén frente al dafio por repercusién, y la aplicacion de sus
antagonistas los bloguean (Cao et al., 2005; Sato et al., 2005; Xu et al., 2002). En la
tabla 1 se muestran los principales agonistas y antagonistas de estos tres canales

idnicos.
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Objetivos

El objetivo general de este proyecto fue el estudio de la regulacién por la hipoxia
de la expresiéon de la subunidad p; del canal maxi-K en cardiomiocitos ventriculares de

rata neonatal, asi como de la posible importancia fisiopatolégica de este efecto.

En relacion con el estudio de la regulacién por la hipoxia de la expresion de la

subunidad B, los objetivos especificos fueron:

1. Caracterizacion molecular del canal maxi-K en cardiomiocitos.

2. Estudio de la expresion de la subunidad 3, de los canales maxi-K en respuesta a
la hipoxia crénica en cardiomiocitos ventriculares.

3. Determinacién del mecanismo molecular subyacente a la regulaciéon por la

hipoxia de la expresion de la subunidad f3; del canal maxi-K.

Con respecto al estudio del papel de la regulacion de la subunidad p; del canal

maxi-K en el tejido cardiaco los objetivos especificos fueron:

1. Caracterizacion molecular y funcional del precondicionamiento hipéxico
mediante ensayos de isquemia simulada en cardiomiocitos dispersos.

2. Estudio de la posible contribucién de la regulacién por la hipoxia de la expresion
de la subunidad p; del canal maxi-K al precondicionamiento hipéxico en

cardiomiocitos.
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Resultados

|. CARACTERIZACION DEL CULTIVO DE CARDIOMIOCITOS NEONATALES.

El primer objetivo de este trabajo fue la puesta a punto de la preparacion de
cardiomiocitos ventriculares de rata neonatal. El protocolo de dispersion empleado,
detallado en "Materiales y Métodos” de esta tesis se basa en la dispersién enzimatica
del tejido por tripsinizacion (Blondel et al., 1971). Tras la dispersion del tejido se realizo
una presiembra con el objeto de enriquecer la preparacion en cardiomiocitos
ventriculares y eliminar la mayor cantidad posible de fibroblastos y miocitos vasculares
(Polinger, 1970).

20x 40x

MLCIl-a

Figura 9: Caracterizacion del cultivo de cardiomiocitos ventriculares de rata neonatal.
Hibridacion in situ no radiactiva sobre células dispersas. Las sondas de RNA empleadas fueron
especificas para ventriculo (paneles superiores) y auricula (paneles inferiores), y disefiadas para los
mensajeros de la cadena ligera de la miosina tipo Il ventricular (MLCII-v) y auricular (MLCII-a). Las

imagenes fueron tomadas con aumentos de 20x (izquierda) y 40x (derecha).

Para comprobar la pureza del cultivo de cardiomiocitos de rata neonatal se
realizaron experimentos de hibridacion in situ no radiactiva utilizando sondas de RNA de
transcritos especificos de musculo cardiaco. Se generaron sondas antisentido mediante
transcripcién in vitro a partir de los genes de la cadena ligera de la miosina tipo 2

auricular (MLC-2a) y ventricular (MLC-2v). Posteriormente las sondas se incubaron con
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la preparacion de cardiomiocitos dispersos en las condiciones adecuadas para permitir
la hibridacién con sus dianas correspondientes.

En la figura 9 se muestran ejemplos de los experimentos indicados anteriormente.
En los paneles superiores se observa que aproximadamente el 90-95 % de las células
aparecen tefiidas cuando se utiliza la sonda especifica de la MLC-2v, indicando una alta
proporcion de células procedentes del ventriculo en estos cultivos, mientras que la
sonda especifica de la proteina auricular MLC-2a hibrida con un porcentaje muy bajo de
células en la misma preparacién (paneles inferiores). En la figura también se observa
que existe un porcentaje muy bajo de células que no aparecen tefiidas, las cuales
probablemente corresponden a fibroblastos y miocitos procedentes de los vasos que

irrigan el corazon, fundamentalmente de las arterias coronarias.

Il. COMPOSICION MOLECULAR DEL CANAL MAXI-K EN CARDIOMIOCITOS
VENTRICULARES DE RATA NEONATAL.

Como se indico en el apartado “Introduccion” el canal maxi-K esta formado por dos
tipos de subunidades, la subunidad o, o formadora del poro, y la subunidad 3 que regula
0 modula la actividad de la o (Lippiat et al., 2003). Mientras que la subunidad o esta
codificada por un solo gen, slowpoke (Adelman et al., 1992), hasta la fecha se han
identificado cuatro genes que codifican subunidades B, denominados B a B4 (Brenner et
al., 2000; Jiang et al., 1999; Tseng-Crank et al., 1996; Uebele et al., 2000; Wallner et al.,
1999; Weiger et al., 2000).

Para estudiar la composicién molecular del canal maxi-K en el musculo cardiaco
se analiz6 por RT-PCR convencional la presencia de los mRNA tanto de la subunidad o
como de las cuatro subunidades § en este tejido. Para ello se utilizaron muestras de
RNA total extraido a partir de cultivos de cardiomiocitos ventriculares de rata neonatal, y
como tejidos control se utilizaron muestras de RNA total de cerebro y aorta toracica de
rata adulta.

Las PCRs se realizaron utilizando oligonucleétidos especificos para cada una de
las subunidades que pueden formar parte de los canales maxi-K, es decir, la subunidad
a Yy las cuatro subunidades p. Las secuencias de los mismos se detallan en las tablas 2
y 3. En la figura 10, que corresponde a los productos de PCR de las subunidades f
sometidos a electroforesis en gel de agarosa, se puede observar que en ventriculo de
rata (V) se detecta la expresion de tres de las cuatro subunidades p existentes: B, B2 Y
Bs. La subunidad mas abundante es la f;, que presenta también un alto nivel de

expresion en el masculo liso vascular, como puede comprobarse en la muestra de aorta
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toracica (A). La banda tenue correspondiente a la subunidad p; que se observa en
cerebro (C) procede probablemente de los vasos sanguineos cerebrales. La subunidad
B> se amplifica en ventriculo, en mayor medida en cerebro, y no se expresa en aorta. La
subunidad B3 no se amplificé en ninguna de las muestras analizadas. Este resultado era
esperable, debido a que esta subunidad s6lo se expresa en pancreas, bazo y testiculos.
La subunidad B, se detectdé en cerebro y ventriculo, pero no en aorta. Para ninguna
pareja de oligonucleétidos se observé amplificacion en el control negativo,
correspondiente a agua. Como control de carga se utilizé en estos experimentos el gen
de la ciclofilina (CF).

- M C A VHOC A VHOC A VHO C A V HO

B1 B2 Ba CF

Figura 10: Analisis por PCR convencional de la expresién de las distintas subunidades § del
canal maxi-K.

Gel de agarosa al 1 % donde se visualizan los productos de PCR obtenidos a partir de cDNA
procedente de cerebro (C), aorta toracica (A), y ventriculo (V) de rata. Los oligonucleétidos utilizados
fueron especificos para cada subunidad p. Los niveles de ciclofilina (CF) se analizaron como control

de carga. A la izquierda se muestra el marcador de peso molecular (M).

La expresion de la subunidad o se analiz6 junto a la expresién de la subunidad 3,
utilizando oligonucleétidos para PCR cuantitativa con muestras de aorta y ventriculo. Los
productos de la amplificacién se visualizaron en gel de agarosa al 2 %. Como se
muestra en la Figura 11, la expresion de la subunidad ; es alta y similar en los dos
tejidos, mientras que la subunidad o se expresa en mayor medida en aorta. La
expresion de la subunidad o es escasa o nula en musculo cardiaco (Jiang et al., 1999),
pero la amplificaciéon de esta subunidad se detect6 levemente en ventriculo. Esto puede
deberse bien a que la expresién de esta subunidad, aunque baja, aparezca en células
ventriculares o a la contaminacién de miocitos vasculares que existe en los cultivos de

tejido cardiaco.
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Figura 11: Anédlisis por PCR convencional de la composicién molecular del canal maxi-K en
cardiomiocitos ventriculares de rata neonatal y aorta de rata adulta.

Productos de PCR convencional en gel de agarosa al 2 % realizados con oligonucleétidos
especificos para las subunidades a y 1 del canal maxi-K a partir de muestras de cardiomiocitos de
rata neonatal (V). Muestras procedentes de aorta toracica (A) fueron elegidas como control positivo
para la expresion de ambos genes. Los niveles de ciclofilina (CF) se analizaron como control de

carga. A la izquierda se muestra el marcador de peso molecular (M).

lll. REGULACION POR LA HIPOXIA DE LA EXPRESION DE LA SUBUNIDAD B;
DEL CANAL MAXI-K EN MUSCULO CARDIACO.

Como se indicé en el apartado anterior la expresion de la subunidad o es muy
escasa o practicamente nula en musculo cardiaco, y la subunidad auxiliar predominante
en este tejido es la subunidad p;. Puesto que esta subunidad se regula por hipoxia en
musculo liso arterial (Navarro-Antolin et al., 2005), el objetivo de este estudio fue
comprobar el efecto de la hipoxia cronica sobre la expresion de la subunidad B, en

musculo cardiaco, tanto en células dispersas como en tejido cardiaco completo.

lll.1. Estudio de la expresion de la subunidad B; de los canales maxi-K en
respuesta a la hipoxia crénica en cardiomiocitos ventriculares dispersos de

rata neonatal.
I11.1.1. PCR semicuantitativa.
En primer lugar se analizé el efecto de la hipoxia crénica y severa (1 % de O,
durante 24 h) sobre los niveles de mRNA de la subunidad ; en cultivos de

cardiomiocitos ventriculares de rata neonatal. Para ello se extrajo el RNA total de esta

preparacion incubada en normoxia y en hipoxia. Tras la retrotranscripcion de las
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muestras, el cDNA resultante se sometié a PCR convencional con el objeto de amplificar
los mensajeros correspondientes a la subunidad B, y la ciclofilina, que se escogié como
gen de expresion constitutiva.

En la figura 12 se puede observar que el amplicon de aproximadamente 800
pares de bases (pb) que generan los oligonuclet6tidos 472-473, disefiados para la
subunidad f3;, muestra una menor intensidad en la condicién de hipoxia respecto a la de
normoxia, mientras que en las mismas muestras la amplificacion de la ciclofilina
(amplicon de aproximadamente 450 pb) es similar en ambas condiciones. Para ninguno
de los genes, B, y ciclofilina, se produjo amplificacion en las muestras control (agua).
Este resultado indicé que la hipoxia crdnica produce una represion en la expresion de la

subunidad B, del canal maxi-K en cardiomiocitos ventriculares dispersos de rata

neonatal.
1018 —
517— — 600
— 300

pb Nx Hy H,O Nx Hy H0

Figura 12: Anédlisis por PCR convencional semicuantitativa de la expresion de la subunidad g1
del canal maxi-K en normoxia e hipoxia.

Productos de PCR fraccionados en gel de agarosa al 1 % obtenidos a partir de RNA total de células
incubadas en normoxia (Nx, 21 % de O) e hipoxia (Hy, 1 % de Oy) durante 24 h. Se utilizaron
olgonucledtidos especificos para la subunidad B:1 y para la ciclofilina (CF). Esta ultima se escogi6

como control de carga.
[11.1.2. Northern blot.

Para corroborar la regulacion a la baja por la hipoxia de la subunidad ; se
realizaron experimentos de Northern blot utilizando sondas de DNA especificas tanto
para la subunidad p; como para la ciclofilina. Las sondas se generaron por PCR
convencional, y posteriormente se marcaron con *P (ver "Materiales y Métodos”). Tras
la separacién electroforética en gel desnaturalizante del RNA total de cardiomiocitos en
cultivo sometidos a normoxia e hipoxia, el RNA fue transferido a membranas de nylon e

hibridado con las sondas radiactivas complementarias a los genes a estudiar.
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Como se observa en la figura 13 la cantidad de mRNA de la subunidad $; en la
condicién de hipoxia es menor con respecto a la condicion de normoxia. EIl mRNA de la
ciclofilina, que se detectd sobre la misma membrana no sufri6 modificacién en sus
niveles de expresion, verificando de esta manera la represion especifica de la subunidad

B1 por la hipoxia.

Bl . Pwe. Figura 13: Estudio por Northern blot de la regulacion
por la hipoxia de la subunidad B1 del canal maxi-K.

Andlisis realizado con RNA total de células expuestas a
normoxia (Nx, 21 % de O) e hipoxia (Hy, 1 % de O)
CF “ durante 24 h. Se utilizaron, de forma sucesiva, sondas
de DNA especificas para la subunidad f;, y para la

ciclofilina (CF).

Nx Hy

[11.1.3. PCR cuantitativa o en tiempo real (qPCR).

Para estimar de forma cuantitativa la magnitud de la represion de la subunidad 3,
inducida por la hipoxia en la preparacion de cardiomiocitos se realizaron experimentos
de RT-gPCR. Las células procedentes de rata neonatal se incubaron durante 24 h en
normoxia o hipoxia (1 % de O,) y posteriormente se extrajo el RNA total. Tras la
transcripcidon reversa del RNA a cDNA se procedié a realizar la qPCR, utilizando
oligonucleétidos especificos para la subunidad B, del canal maxi-K y del RNA ribosémico
18S. Los resultados obtenidos en este tipo de experimentos se resumen en la figura
14A. En el eje de abcisas se representa la induccion del mRNA de la subunidad f,
medido en unidades relativas. Para calcular dichas unidades se normalizé la cantidad
del MRNA de la subunidad B, con el del gen constitutivo RNA ribosémico 18S para cada
condicidn. Posteriormente se realizé una normalizacion de la condiciéon de hipoxia
respecto a la condicién de normoxia. De esta manera se obtuvo que tras 24 h de hipoxia
al 1 % de O, la cantidad relativa del mensajero de la subunidad f; en nuestra
preparacion disminuia hasta un 30 % respecto a la cantidad del mismo en normoxia. En
estos experimentos también se analizd la regulacion por la hipoxia de los niveles del
transcrito de la hemo-oxigenasa-1 (HO-1), un gen clasico dentro de los que se inducen
por hipoxia (Lai et al., 2004; Lee et al., 1997; Morita et al., 1995; Panchenko et al., 2000;
Yang y Zou, 2001), que se us6 como control positivo para esta condicién experimental.

El resultado, expuesto en la figura 14B, mostré que, en contraste con el transcrito de la
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subunidad B;, el gen de la HO-1 se indujo casi 6 veces cuando las células se

expusieron a hipoxia (1 % de O,) durante 24 h.
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Figura 14: Cuantificacién por RT-qPCR de la regulacién por la hipoxia de la subunidad g1 del
canal maxi-K (A) y la HO-1 (B).

Efecto de la hipoxia crénica (1 % O, 24 h) sobre los niveles de mRNA de ambos genes,
normalizados frente al RNA ribosémico 18S. Se representan los promedios = el error estandar de la
media (SEM) de 3 experimentos. La linea discontinua indica el nivel de expresion de ambos genes

en normoxia.

[11.2. Estudio de la expresion de la subunidad B; de los canales maxi-K en
respuesta a hipoxia cronica en cardiomiocitos ventriculares dispersos de

ratdn neonatal.

Para comprobar si la represion de la subunidad B, por la hipoxia era un efecto
especifico de rata se analizé por RT-gPCR el efecto del mismo tratamiento hipdxico
sobre preparaciones de cardiomiocitos dispersos de ratén neonatal. En esta preparacion
se obtuvo una disminucion por la hipoxia de la cantidad relativa del mRNA de la
subunidad B; de un 50 % (Figura 15). Este resultado indica que el efecto de la
regulacién a la baja por la hipoxia del mensajero de la subunidad f; es posiblemente un

fendmeno general que se mantiene en diferentes especies.
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1.2 . Figura 15: Cuantificacion por RT-gPCR de la

regulacion por la hipoxia de la subunidad 1 del

canal maxi-K en cardiomiocitos dispersos de raton
08 A neonatal.
* Las células fueron sometidas al mismo tratamiento

hipéxico (1 % O, 24 h) que las preparaciones

04 4 procedentes de rata. Los niveles de mRNA de la

Expresion relativa 8,

subunidad p1 fueron normalizados frente al RNA

ribosémico 18S. Se representan los promedios + el error

0 estandar de la media (SEM) de 3 experimentos. La linea

discontinua indica el nivel de expresion de los genes
21% 0, 1% O, P g

correspondientes en normoxia.

I11.3. Estudio del efecto de la hipoxia crénica en el musculo cardiaco adulto.

Para comprobar si la regulacién por hipoxia de la subunidad f;, observada en
cardiomiocitos neonatales, se mantiene en el tejido adulto se realizaron experimentos
con corazones de ratas de 1-1,5 meses de edad. Tras la perfusién del tejido con PBS
estéril para eliminar la sangre del mismo los corazones se extrajeron del animal y el
tejido ventricular se troce6 en esterilidad. Los fragmentos de tejido, de unos 2-3 mm de
didmetro, se incubaron en las mismas condiciones que las placas de los cardiomiocitos
dispersos (1 % de O, durante 24 h) y en el mismo medio de cultivo. El andlisis por RT-
gPCR mostré que el mensajero de la subunidad B, en el ventriculo troceado de rata
adulta también se regula a la baja por la hipoxia (Figura 16A). En el caso del tejido
adulto la disminucidn de la expresion de la subunidad p; fue de aproximadamente un 60
%, un valor menos importante que lo observado en preparaciones de células dispersas
neonatales. Este resultado parece indicar que la regulacion de la subunidad B, por la
hipoxia no es un efecto cualitativamente dependiente de la edad del animal. En los
experimentos con trozos de tejido cardiaco adulto se utilizé el transcrito de VEGF [gen
gue esta dentro de los clasicamente estudiados como inducible por hipoxia; (Forsythe et
al., 1996; Goldberg y Schneider, 1994; Kimura et al., 2000)] como control positivo del
tratamiento hipoxico para esta preparacion. La inducciéon del mRNA de VEFG observada

en hipoxia fue de aproximadamente 3 veces respecto a la normoxia (Figura 16B).
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Figura 16: Cuantificacién por RT-qPCR de la regulacién por la hipoxia de la subunidad g1 del
canal maxi-K (A) y VEGF (B) en musculo cardiaco adulto.

El tejido fue troceado e incubado en el medio de cultivo estdndar durante 24 h tanto en normoxia
como en hipoxia (1 % de O,). Los niveles de ambos mensajeros fueron normalizados respecto al del
RNA ribosémico 18S. El resultado se muestra como el promedio + el error estdndar de la media

(SEM) (n=6). La linea discontinua indica el nivel de expresion de ambos genes en normoxia.

lll.4. La represién de la subunidad B; por la hipoxia en cardiomiocitos
ventriculares dispersos de rata neonatal es dependiente del tiempo de

exposicion al estimulo.

Con el objeto de analizar si la represion de la subunidad p, por la hipoxia depende
del tiempo de exposicion a este tratamiento los cardiomiocitos de rata neonatal
dispersos se expusieron a hipoxia (1 % O,) durante diferentes tiempos. Posteriormente
se extrajo el RNA total de estas muestras y los niveles de transcrito de la subunidad
se analizaron por RT-gPCR. En la figura 17A se muestra que la disminucion del
mensajero de la subunidad B, es progresiva a medida que aumenta el tiempo de
exposicion a hipoxia. Tras 8 h de tratamiento hipdxico la expresién del transcrito baja un
25-30 % respecto a la expresion que tiene el mismo en normoxia. A las 24 h de
tratamiento el mensajero alcanza su maxima represion, la cual se mantiene tras 48 h de
exposicion a la hipoxia. En ambos casos el mensajero alcanza una cantidad relativa de
un 25 % aproximadamente. Posteriormente comienza la reversion del efecto, de manera
gue a las 72 h de hipoxia la cantidad relativa del transcrito asciende hasta un 60 %. No
se analizaron tiempos superiores de exposicién a hipoxia debido a que después de 72 h

existe un crecimiento excesivo de fibroblastos en los cultivos. En paralelo al curso
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temporal de la inhibicion del gen de la subunidad pi, se analizé la induccién de la
expresion del gen HO-1 (gen control de la condicién hipoxia), Como se muestra en la
figura 17B esta induccion siguié un curso temporal practicamente especular al de
represion del mensajero de la subunidad f; en los mismos experimentos. Asi, a las 8 h
de hipoxia la induccién del mensajero de la HO-1 es de 4-5 veces respecto al nivel del
mismo en normoxia. A las 24 h se alcanza el maximo de induccion de este gen,
aproximadamente 6 veces respecto a la normoxia, y este valor de induccién se mantiene
alas 48 h. A las 72 h se puede observar la reversion de este efecto. A este tiempo la
expresion del gen baja hasta 3,5 veces aproximadamente sobre su nivel de expresion en

normoxia.
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l1.L5. La represién de la subunidad B; por la hipoxia en cardiomiocitos
ventriculares dispersos de rata neonatal es dependiente de la concentracién

de oxigeno.

Para determinar si la represion del transcrito de la subunidad B, por la hipoxia
dependia de la dosis de oxigeno aplicada se realizaron experimentos en los que la
preparacion de células se expuso a diferentes porcentajes de O, (concretamente 1y 3
% de O,) a diferentes tiempos. A continuacion se analiz6 por RT-qPCR el grado de

represion de la subunidad B; en estos experimentos, El resultado se muestra en la figura
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18A, en la que se observa que la bajada del mensajero de la subunidad f; es mas
pronunciada al 1 % de O, que al 3 %, para todos los tiempos analizados. En cualquier
caso para cada % de O, empleado, el cambio de expresidon de este mensajero es
significativamente diferente respecto a la situacion de normoxia. De esta manera la
expresion de la 31 baja un 75 % aproximadamente al 1 % de O, a las 24 h, momento en
el que se alcanza la maxima represién de este gen, mientras que al 3 % a ese mismo
tiempo la bajada es de un 30-35 % aproximadamente. Posteriormente el mensajero de
la subunidad B, sigue descendiendo y a las 48 h de exposicién a hipoxia (3 % de O,) el

gen alcanza un 50 % de represion.
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Figura 18: Curso temporal de la regulacidon por la hipoxia de la subunidad $1 del canal maxi-K
(A)y la HO-1 (B) en cardiomiocitos ventriculares de rata neonatal a distintos porcentajes de O,.
Andlisis por RT-gPCR del efecto de la exposicién de las células a un 1 % de O; (trazo continuo) y a un
3 % de O, (trazo discontinuo) sobre ambos mensajeros. La normalizacién se realizé respecto a los
niveles de RNA ribosdmico 18S. Representacion de los promedios de 3 experimentos = el error
estandar de la media (SEM). La linea discontinua indica el nivel de expresion de ambos genes en

normoxia.

Como control de hipoxia se analizé en los experimentos anteriores la induccion del
gen de la HO-1 (Figura 18B). Tal y como se esperaba la induccion de este gen fue

mayor al 1 % de O, que al 3 %, con un incremento de la cantidad relativa de este
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mensajero significativamente diferente respecto al valor en normoxia para todos los
tiempos analizados. Al 3 % de O, la induccion méaxima de este mensajero se alcanzo6 a
las 24 h, con unos niveles 3,5 veces superior a los niveles en normoxia, y
posteriormente comenzo la reversion del efecto. Sin embargo al 1 % de O; la induccién
de la HO-1 a las 24 h fue de 5 veces. A las 48 h los niveles del mensajero continuaron
ascendiendo, aunque de manera mas lenta, hasta alcanzarse una induccién de 6 veces,
aproximadamente.

Los datos expuestos en los parrafos anteriores nos permiten concluir que tanto la
represion de la subunidad 3, como la induccién de la HO-1 dependen de la dosis de O,
empleada, siendo mayor en cada caso cuanto menor el % de O, aplicado a la

preparacion.

I11.6. Estudio del efecto de la hipoxia en ratas expuestas a hipoxia crénica.

El efecto de la hipoxia cronica sobre la expresion de la subunidad $; en musculo
cardiaco también se estudi6 tras la aplicaciéon de la hipoxia sobre el animal completo.
Los resultados que se obtuvieron en estos experimentos revelaron que una atmosfera
del 10 % de O, no tiene un efecto significativo sobre la expresién de la subunidad 8, en
el corazén de los animales, a ninguno de los tiempos analizados (Figura 19). El gen de
la subunidad B; no se reprime tras 24 h ni 48 h de tratamiento. Tampoco una exposicién
prolongada a esta atmdsfera hipéxica (7 semanas) modificé el patrén de expresion de
este gen. En los mismos experimentos se analizé de forma paralela el gen control de
hipoxia, la HO-1, cuya induccion s6lo se observé de forma significativa tras 48 h de
tratamiento. Los resultados obtenidos con el grupo de animales control dentro de la
camara en normoxia no fueron significativamente diferentes a los obtenidos con el otro

grupo de animales control, los cuales permanecieron fuera de la camara.
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Figura 19: Cuantificacién por RT-qPCR de la regulacion por la hipoxia de la subunidad g1 del
canal maxi-K (negro) y la HO-1 (gris) en animal completo.

Efecto de la hipoxia crénica (10 % O,) a diferentes tiempos (24 h, 48 h y 7 semanas) sobre los
niveles de mRNA de ambos genes, normalizados frente al RNA ribosémico 18S. Se representan los
promedios = el error estandar de la media (SEM) de 5 experimentos. La linea discontinua indica el

nivel de expresién de ambos genes en normoxia.

IV. MECANISMO MOLECULAR RESPONSABLE DE LA REPRESION DE LA
EXPRESION POR LA HIPOXIA DE LA SUBUNIDAD B, EN MUSCULO CARDIACO.

IV.1. La regulacién de la expresion de la subunidad B; por la hipoxia en
cardiomiocitos ventriculares dispersos de rata neonatal se ejerce a nivel

transcripcional.

El efecto inhibidor de la hipoxia sobre la expresiéon del mensajero de la subunidad
B1 se bloqued cuando las células se sometieron a la hipoxia (1 % de O,) en presencia de
0.3 pg/ml actinomicina D 6 200 yM dichloro-1-beta-D-ribofuranosil benzamidazol D
(DRB), tras una preincubacion de 30 min en presencia de estos compuestos. Esto datos
(resumidos en la figura 20) sugirieron que el efecto de la hipoxia sobre la subunidad 3,

se produce a nivel transcripcional.
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Figura 20: Anédlisis por RT-qPCR del efecto de la inhibicién de la transcripcidn en la regulacion
por la hipoxia de la subunidad 1.

Las células se incubaron en normoxia e hipoxia (1 % de O;) durante 24 h en presencia 0 ausencia de
los inhibidores de la transcripcién. (A) Actinomicina D (Act D) 0.3 pg/ml, (n=4). (B) DRB 200 uM,
(n=5). La normalizacion se realiz6 respecto a los niveles del RNA ribosémico 18S. Representacion de
los promedios = el error estandar de la media (SEM). La linea discontinua indica el nivel de expresion

de ambos genes en normoxia.

Con objeto de determinar si la hipoxia producia una disminucion de la vida media
del mensajero de la subunidad p; se realizaron experimentos de bloqueo de la
transcripcién con DRB a diferentes tiempos (5, 10 y 24 h), tanto en normoxia como en
hipoxia. Las curvas de decaimiento del mensajero que se generaron se pueden observar
en la figura 21. Los resultados mostraron que en presencia del bloqueante de la
transcripcion el curso temporal del descenso del transcrito de la subunidad 8, en hipoxia
era similar al observado en normoxia. Este dato indicé que la disminucion por la hipoxia
del nivel de mRNA de la subunidad p; no era debido al descenso de la estabilidad del
mensajero durante la hipoxia, sino a una disminucion de la tasa de la transcripcion de

este gen.
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Figura 21: Cinética de descenso de los niveles de mensajero de la subunidad f; tras el bloqueo
de la trancripcidn, en normoxia y en hipoxia.

Las células se preincubaron en presencia o ausencia de DRB 200 puM y posteriormente se
sometieron a normoxia (trazo continuo) o hipoxia (trazo discontinuo). Los niveles de transcrito se
analizaron por RT-gPCR a diferentes tiempos, usando el ribosémico 18S para la normalizacion.
Representacion de los promedios de 5 experimentos = el error estdndar de la media (SEM). La linea

discontinua indica el nivel de expresion de ambos genes en normoxia.

IV.2. La regulacién de la expresion de la subunidad B; por la hipoxia en
cardiomiocitos ventriculares dispersos de rata neonatal requiere sintesis “de

novo” de proteinas.

Para determinar si la regulacion de la expresion de la subunidad B, requeria la
sintesis de novo de proteinas se realizaron experimentos de bloqueo de la traduccion
celular tanto en normoxia como en hipoxia mediante el empleo de 10 yM cicloheximida
(CHX). Este compuesto se afiadid al medio de cultivo 30 min antes del comienzo de
cada experimento. El analisis por RT-gPCR (Figura 22) revelé que el blogueo de la
traduccion abolia el efecto de la hipoxia sobre la regulaciéon de la subunidad p;. Por lo
tanto, se puede concluir que aunque el efecto represor de la hipoxia sobre la subunidad
B1 se produce a nivel transcripcional también requiere la sintesis de novo de algun factor

o factores proteicos.

57



Resultados

Figura 22: Efecto del bloqueo de la traduccidn

sobre la regulacion por la hipoxia de la

& 25

g subunidad 1.
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E 15 ausencia de cicloheximida (CHX) 10 uM vy
?g posteriormente se sometieron a normoxia o0
05)_ ! hipoxia durante 24 h. Los niveles de transcrito se
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0 18S para la normalizacion. Representacion de
los promedios de 4 experimentos = el error
1% O, + - + estandar de la media (SEM). La linea
CHX ) + + discontinua indica el nivel de expresion de

ambos genes en normoxia.

IV.3. La regulacién de la expresion de la subunidad B; por la hipoxia en
cardiomiocitos ventriculares dispersos de rata neonatal no depende de calcio

extracelular.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio en células PC12 indican que en
estas células la bajada en la transcripcion de la subunidad p, inducida por la hipoxia es
dependiente de calcio extracelular (datos no publicados) . Segun el modelo propuesto, la
despolarizacion de la membrana, secundaria a la hipoxia e inducida por la inhibicion de
canales de potasio, activa a los canales de calcio dependientes de voltaje de la
membrana plasmética. Esto conlleva un flujo de calcio desde el medio extracelular al
medio intracelular, siendo el aumento de calcio en el citoplasma el responsable de la
represion de la subunidad f,. Este modelo se demostr0 mediante dos tipos de
experimentos: i) Despolarizando directamente la membrana mediante la adicién de una
soluciéon de alto potasio. Para estos experimentos las células PC12 se incubaron en
normoxia durante 12 h en un medio con 70 mM KCI. En estas condiciones se produjo un
descenso en la cantidad relativa del mMRNA de la subunidad 3, similar a lo observado en
hipoxia. ii) Analizando el efecto de la hipoxia sobre la expresion de la subunidad f, en
células PC12 en ausencia de calcio en el medio extracelular. En este caso se observé
gue tras 12 h de hipoxia en ausencia de calcio se abolia el efecto represor sobre la
subunidad B,. Ambos resultados indicaron, por lo tanto, que en células PC12 el aumento
intracelular de calcio, generado tras la despolarizacion de la membrana plasmatica en

hipoxia, participa en la regulacion a la baja de la subunidad 3, (datos no publicados)
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Con objeto de comprobar si el modelo de regulacién génica explicado en el parrafo
anterior se producia también en el caso de la subunidad f; en cardiomiocitos dispersos
de rata neonatal se realizaron ambos tipos de experimentos con diversas
modificaciones. En primer lugar se repitieron los experimentos de despolarizacion de la
membrana plasmatica con alto potasio extracelular en normoxia. El potencial de
membrana en reposo de los cardiomiocitos ventriculares es cercano al potencial de
equilibrio para el potasio (-90 mV, aproximadamente), pues estas células son muy
permeables a este i6n en situacién de reposo. Aumentando la concentracion de potasio
en el medio externo hasta 40 mM se induce una despolarizacion del potencial de
membrana de estas células hasta aproximadamente -35 mV, de acuerdo a la ecuacién
de Nernst. De esta manera aplicamos 40 mM KCI en normoxia durante 24 h a la
preparacion de células y comparamos por RT-gPCR el efecto de este tratamiento con el
de la hipoxia sobre la regulacion del mensajero de la subunidad p, (Figura 23A) y de la
HO-1 (Figura 23B). Debido a que al suplementar el medio con KCI| estabamos
induciendo un choque hiperténico a la preparacion, se emplearon dos condiciones
control de osmolaridad: una con NaCl a la misma concentracion (40 mM) y otra con
sacarosa al doble de concentracion (80 mM), pues esta Ultima molécula no se disocia en
solucién acuosa. La despolarizacién de los cardiomiocitos con alto potasio no sélo no
mimetiz6 el efecto represor de la hipoxia sobre la subunidad f;, sino que ademas parece
gue tuvo un efecto contrario (existid una tendencia hacia un aumento en la expresion del
mensajero), lo cual pudiera apoyar la idea de que el calcio fuera necesario para la
expresion de la subunidad B; (Figura 23A). Tampoco tuvo efecto este tratamiento sobre

la expresion de la HO-1 (Figura 23B).
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Figura 23: Efecto del alto potasio extracelular sobre la expresiéon de la subunidad g1 (A)y de la
HO-1 (B).

Andlisis por RT-gPCR de la expresion de la subunidad p1 (A) y la HO-1 (B) de células expuestas a 40
mM potasio en normoxia durante 24 h. 80 mM sacarosa y 40 mM sodio en normoxia fueron las
condiciones control del choque hipertdnico. Las respuestas a estos estimulos se compararon con la
respuesta a la hipoxia (1 % de O;). La normalizacion se realizé respecto a los niveles de ribosémico
18S. Representacién de los promedios + el error estdndar de la media (SEM). (n=6). La linea

discontinua indica el nivel de expresién de ambos genes en normoxia.

En el segundo tipo de experimentos se analizé por RT-gPCR el efecto de la
hipoxia sobre la regulacion de la subunidad p; en ausencia de calcio extracelular. En
estos ensayos se utilizé un medio sin calcio en su formulacién, al cual se le afadio
CaCl; a una concentracién de 1,23 mM para las situaciones control, ya que ésta es la
concentracion de calcio presente en el medio de cultivo. Estos experimentos se
realizaron en “cero calcio nominal”, es decir, sin la adicibn de EGTA al medio ya que la
incubacion de las células con este agente quelante de calcio indujo una disminucién de
la viabilidad celular. Cuando se incubaron los cardiomiocitos en normoxia en cero calcio
(Figura 24A) se observd una tendencia a la disminucién de la expresion de la subunidad
B1 que no llegd a ser significativa respecto a la normoxia en presencia de calcio,
mientras que la ausencia de calcio en normoxia no afectd al nivel de expresién de la HO-
1 (Figura 24B). Este resultado, junto con lo observado en los experimentos de alto
potasio, sugieren que el calcio extracelular es necesario para la expresion de la
subunidad B;. Sin embargo, en ausencia de calcio la hipoxia tuvo un efecto represor
significativo sobre la subunidad f,;, respecto a la normoxia, al igual que en el

experimento control (en presencia de 1,23 mM calcio).
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Los datos generados en los experimentos expuestos anteriormente nos permiten
concluir que, al contrario de lo que ocurre en células PC12 para la subunidad f,, en la
preparacion de cardiomiocitos de rata neonatal dispersos el aumento del calcio
citoplasmatico no es responsable de la disminucién de la transcripcién de la subunidad

B1 por la hipoxia.
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Figura 24: Regulacion por la hipoxia de la expresion de la subunidad B1 (A) y la HO-1 (B) en
ausencia de calcio extracelular.

Las células se incubaron en presencia o ausencia de calcio en el medio extracelular y en normoxia o
hipoxia (1 % de O,) durante 24 h . Los niveles de mRNA de la subunidad p; (A) y la HO-1 (B) fueron
analizados por RT-qPCR. La normalizacion se realiz6 respecto a los niveles de ribosémico 18S.
Representacion de los promedios de 5 experimentos = el error estdndar de la media (SEM). La linea

discontinua indica el nivel de expresion de ambos genes en normoxia.

IV.4. Las especies reactivas del oxigeno participan en el mecanismo de
represion de la subunidad B, por la hipoxia en cardiomiocitos de rata neonatal

dispersos.

Continuando con la bisqueda de los posibles responsables del efecto de represién
de la subunidad p; por la hipoxia en nuestra preparacién se fij6 la atencién en las
especies reactivas del oxigeno (ROS). Estas moléculas, también llamadas radicales
libres del O,, se pueden generar durante la hipoxia como consecuencia del desajuste en
el metabolismo del O, en la mitocondria, en concreto en algunos de los complejos de la
cadena de transporte electronico. Las ROS regulan numerosos procesos celulares en
todos los tejidos, incluido el masculo cardiaco, relacionados con la adaptacion de dichos
tejidos a la falta de O,. Sin embargo las ROS también pueden ser mediadores de

diversos efectos nocivos para la célula, generalmente cuando su produccién es superior

61



Resultados

a lo que las defensas antioxidantes naturales tales como la catalasa, glutation
peroxidasa, etc. pueden metabolizar para mantener niveles adecuados de dichas
moléculas.

Para analizar el efecto de las ROS sobre la regulacion de la subunidad f; en
nuestra preparacion se realizaron experimentos en normoxia en presencia de 200 uM
peréxido de hidrégeno (H,O,). La aplicacion de H,O, en normoxia a diferentes tiempos
(8 y 24 h) produjo cambios en los niveles de expresion de los mensajeros de la
subunidad B; y la HO-1 que se analizaron por RT-gPCR (Figuras 25A y 25B,
respectivamente). Al igual que la hipoxia, el H,O; reprime la expresion de la subunidad
B1 (Figura 25A) mientras que induce la expresién de la HO-1 (Figura 25B). En el caso de
la subunidad B, la represion que se alcanza a las 8 h es de aproximadamente un 40 %, y
a las 24 h la expresion del transcrito es de aproximadamente el 50 % respecto al control
en normoxia. El mensajero de la HO-1 en cambio se induce unas 5-6 veces respecto al
control en normoxia tras 8 h de tratamiento y a las 24 h la cantidad relativa de transcrito
ya ha bajado hasta 2 veces la cantidad del mismo en normoxia. Estos datos sugieren

que las ROS participan en el mecanismo de regulacion de la subunidad B, por la hipoxia.
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Figura 25: Efecto de las ROS sobre la expresién de la subunidad f1 (A) y la HO-1 (B).
Las células se incubaron en normoxia en presencia de peréxido de hidrégeno (H,0;) a una
concentracion de 200 uM durante 8 y 24 h. Los niveles de transcrito de la subunidad p1 (A) y la HO-1
(B) se analizaron por RT-qPCR. La normalizacion se realiz6 respecto a los niveles de ribosomico
18S. Representacion de los promedios de 4 experimentos + el error estandar de la media (SEM). La

linea discontinua indica el nivel de expresion de ambos genes en normoxia.
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IV.5. La regulacién de la expresion de la subunidad B; por la hipoxia en
cardiomiocitos ventriculares dispersos de rata neonatal depende de la familia

de factores HIF-a.

Los resultados obtenidos y expuestos en los apartados anteriores sugieren que el
efecto de represion por la hipoxia de la subunidad f; en nuestra preparacion se ejerce a
nivel transcripcional, que requiere sintesis de novo de proteinas y que no depende de
calcio extracelular. Ademas el efecto represor de la hipoxia sobre la expresion de la
subunidad p; es mimetizado por la adicion de H,O, en normoxia. El efecto de ROS es
posiblemente mediado, entre otros mecanismos, por la inhibicion de la actividad de las
prolil hidroxilasas, lo que conlleva a la estabilizacion de las proteinas HIF-a,
responsables de regular la transcripcion de los genes involucrados en la respuesta
celular a la disminuciéon de oxigeno (Brunelle et al.,, 2005; Guzy et al., 2005; Kaelin,
2005; Mansfield et al., 2005). La participacion de HIF-a en la represion de la expresion
de la subunidad f; por la hipoxia es una hipoétesis plausible aunque no existen en la
literatura ejemplos claros de genes directamente regulados a la baja por dicho factor de

transcripcion.

IV.5.1. Estudio de la expresién de la familia de factores de transcripcion

HIF-a. en cardiomiocitos de rata neonatal dispersos.

Como se comentd en la “Introducciéon”, existen tres isoformas de HIF-a: HIF-1a,
HIF-2a y HIF-3a. Con objeto de estudiar cuales son las isoformas que se expresan en
cardiomiocitos se realizaron ensayos de RT-PCR convencionales utilizando
oligonucleétidos especificos para cada miembro de la familia de factores HIF-a (Tabla
2). Para esto se utilizaron muestras de RNA total extraido a partir de cultivos de
cardiomiocitos ventriculares de rata neonatal. La figura 26 muestra que en esta

preparacion se expresan las tres isoformas de HIFa: HIF-1a, HIF-2a y HIF-3a..
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Figura 26: Anédlisis por PCR convencional de la expresion de las distintas isoformas de la familia
de factores HIF-a.

Gel de agarosa al 2 % donde se visualizan los productos de PCR obtenidos a partir de cDNA
procedente de cardiomiocitos ventriculares de rata neonatal (V). Los oligonucledtidos utilizados
fueron especificos para cada isoforma (HIF-1la, HIF-2a y HIF-3a). A la izquierda se muestra el

marcador de peso molecular (M).

IV.5.2. Estabilizacibn de las proteinas HIF-a durante la hipoxia en

cardiomiocitos de rata neonatal dispersos.

Puesto que tanto HIF-1a como HIF-2a se expresan en cardiomiocitos de rata y
existen anticuerpos comerciales para estas proteinas, se estudio el efecto de la hipoxia
sobre los dos factores de transcripcion, mediante analisis de Western blots. En estos
experimentos las células se expusieron al 1 % de oxigeno durante 2, 4, 8 y 24 h.

Las figuras 27A y 27B ilustran los cursos temporales de la estabilizacion de HIF-
la y HIF-2a, respectivamente, inducidas por la hipoxia en nuestra preparacion. Bajo la
imagen de las bandas de las proteinas analizadas se muestran las graficas
correspondientes a la cuantificacion de la estabilizacion de cada proteina HIF-a,
normalizada frente a los niveles de proteina a-tubulina. Tal y como se pone de
manifiesto en estas figuras la hipoxia induce la estabilizacién tanto de HIF-1o. como de
HIF-20. en esta preparacion. Para cada tiempo de hipoxia analizado los niveles de HIF-
la (Figura 27A) son significativamente superiores a los que existen en normoxia,
alcanzando una estabilizacibn maxima en las primeras 2 h de tratamiento hipéxico. A
este tiempo, la cantidad relativa de HIF-lo es de aproximadamente 12-14 veces
superior a la que existe en normoxia. Después de este tiempo los niveles de HIF-1a van
disminuyendo de manera lenta y gradual, de forma que a las 24 h de hipoxia los niveles
de HIF-1a son unas 8 veces mayores que en normoxia. Los perfiles de estabilizacion

por la hipoxia de HIF-1a y HIF-2a. en cardiomiocitos muestran ciertas diferencias. La
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estabilizacion de HIF-2a (Figura 27B) es mas lenta que la de HIF-1a, puesto a que a las
2 h de hipoxia la cantidad relativa de HIF-2a respecto a normoxia es de 8 veces. La
maxima cantidad de HIF-2a ademas se alcanza 2 h después que en el caso de HIF-1a,
es decir, tras 4 h de tratamiento, con una cantidad de proteina relativa a la normoxia de
aproximadamente 16 veces. Posteriormente los niveles de HIF-2a van decayendo de
manera mas pronunciada que en el caso de HIF-1a; asi a las 24 h de hipoxia los niveles
de HIF-2a bajan hasta unas 5 veces los niveles existentes en normoxia. Estos
resultados son compatibles con los datos disponibles en la literatura, segun la cual HIF-
la en muasculo cardiaco es mas importante en las primeras etapas tras la exposicién a
hipoxia al regular genes implicados en el metabolismo de la glucosa. En cuanto a HIF-
2a, parece que su papel en el corazén es importante a mas largo plazo, y que su funcion
aunque aun esta en estudio estd mas relacionada con el mantenimiento de la
homeostasis de la mitocondria y la modulacion de factores que regulan la produccion de
ROS (Shohet y Garcia, 2007).
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Figura 27: Curso temporal de la estabilizacion de las proteinas HIF-1la y HIF-2a inducida por la
hipoxia.

Las células fueron expuestas a hipoxia (1 % de O) durante diferentes tiempos y los extractos crudos
de proteina total sometidos a SDS-PAGE. Los niveles de proteinas HIF-1a (A) y HIF-2a (B) fueron
analizados por Western blot. La cuantificacién se realiz6 normalizando los niveles de ambas
proteinas respecto a los niveles de a-tubulina. Representaciéon de los promedios de 3 experimentos =
el error estadndar de la media (SEM). La linea discontinua indica el nivel de ambas proteinas en

normoxia.

65



Resultados

IV.5.3. Estudio del efecto de los compuestos miméticos de la hipoxia sobre el

musculo cardiaco.

IV.5.3.1. La dimetiloxalilglicina (DMOG) induce la estabilizacién de las
proteinas HIF-a en normoxia en cardiomiocitos dispersos de rata

neonatal.

El DMOG se usa desde hace afios como un compuesto mimético de la hipoxia. Su
estructura molecular le permite ocupar el sitio activo de las prolil hidroxilasas, impidiendo
asi la union del sustrato natural de estas enzimas, el oa-cetoglutarato. Como
consecuencia, las reacciones de hidroxilacion que estas enzimas llevan a cabo son
inhibidas y las proteinas HIF-a se mantienen deshidroxiladas y se estabilizan.

Con objeto de comprobar el efecto del DMOG sobre nuestra preparacion se
procedid a la aplicacién de este compuesto en normoxia a una concentracion de 1 mM.
Tras 4 h de tratamiento, coincidiendo con niveles maximos de estabilizaciéon de HIF-1a y
HIF-2a en hipoxia, se extrajeron extractos crudos de proteina de estas muestras que
posteriormente fueron analizados por Western blot. En la figura 28A y 28B se observa
gue, como era de esperar, el DMOG indujo la estabilizacion de HIF-1a (Figura 28A) y de
HIF-2a (Figura 28B) en cardiomiocitos dispersos de rata neonatal. La normalizacion con
a-tubulina permitié la cuantificacion de la magnitud de la induccién, que fue significativa
para ambas proteinas; aproximadamente 8 veces con respecto a la hormoxia en el caso

de HIF-1a, y unas 7 veces en el caso de HIF-2a.
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Figura 28: Estabilizacion de las proteinas HIF-lo y HIF-2a inducida por DMOG.
Las células fueron incubadas en presencia o ausencia de DMOG 1 mM durante 4 h en normoxia. Los
extractos crudos de proteina total fueron sometidos a SDS-PAGE y los niveles de proteinas HIF-1a
(A) y HIF-2a. (B) fueron analizados por Western blot. La cuantificacion se realiz6 normalizando los
niveles de ambas proteinas respecto a los niveles de o-tubulina. Representacion de los promedios
de 6 experimentos =+ el error estdndar de la media (SEM). La linea discontinua indica el nivel de

ambas proteinas en normoxia.

IV.5.3.2. Estudio del efecto de los compuestos miméticos de la hipoxia
sobre laregulaciéon de la expresion de la subunidad B, en cardiomiocitos

ventriculares dispersos de rata neonatal.

Para determinar si el DMOG mimetizaba el efecto de la hipoxia sobre la regulacion
de la expresion de la subunidad B, en nuestra preparacion se procedi6 a la incubacién
de la misma en normoxia durante 24 h en presencia de 1 mM DMOG. Tras la extraccion
de RNA total de estas muestras se realiz6 el analisis mediante RT-qPCR. El resultado
de este analisis se puede visualizar en la figura 29A, e indica que este tratamiento, al
igual que el tratamiento hipoxico, reprimié la expresion de la subunidad p; en esta
preparacion. Ademas, el CoCl,, otro compuesto mimético de la hipoxia que inhibe a las
prolil hidroxilasas, afiadido al medio a una concentracion de 100 yM tuvo también un
efecto represor sobre la expresion de la subunidad f,, tal y como se observa en la
misma figura. La aplicacion de DMOG produjo una represién de la subunidad p; de un

75 % aproximadamente, mientras que el efecto represor del CoCl, fue de un 60 %
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aproximadamente. Los niveles de HO-1 (Figura 29B) también fueron analizados en
estos experimentos, y al igual que la hipoxia, en presencia de ambos compuestos el
mensajero de este gen se indujo de manera significativa: unas 3 veces en el caso del
DMOG y unas 7 veces en el del CoCl,. Estos datos sugieren que la familia de factores
de transcripcién HIF-a pueden estar implicados en el mecanismo de regulacién a la baja

por la hipoxia de la subunidad f3; en nuestra preparacion.
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Figura 29: Efecto de los compuestos miméticos de la hipoxia sobre expresion de la subunidad
B1 (A) y la HO-1 (B) en cardiomiocitos ventriculares de rata neonatal.

Andlisis por RT-gPCR del efecto de la exposicion de las células a CoCl, 100 yM y DMOG 1 mM
durante 24 h en normoxia sobre ambos mensajeros. La normalizacion se realiz respecto a los
niveles de ribosdmico 18S. Representacion de los promedios de 3 experimentos + el error estandar

de la media (SEM). La linea discontinua indica el nivel de expresion de ambos genes en normoxia.

IV.5.3.3. Estudio del efecto de los compuestos miméticos de la hipoxia
sobre laregulacién de la expresion de la subunidad B; en el musculo

cardiaco adulto.

El efecto del DMOG sobre la expresion de la subunidad B, se analizé en el tejido
adulto (Figura 30A). Los fragmentos de tejido adulto, de unos 2-3 mm de diametro, se
incubaron en las mismas condiciones que las preparaciones de cardiomiocitos
dispersos. Cuando la aplicacion del compuesto se realizé en normoxia se observé que
tras 24 h de tratamiento se producia un descenso leve pero significativo en los niveles

de mensajero de la subunidad B;. No se observé en esta condicion una induccion
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significativa del mensajero de VEGF, gen control e inducible por la hipoxia (Figura 30B).
En este grupo de experimentos y como era de esperar, tanto el mensajero de la
subunidad B, como el de VEGF se regulan por la hipoxia; en este caso la cantidad
relativa de la subunidad f; disminuyd un 35 % respecto a la cantidad en normoxia, y la
de VEGF se indujo unas 3,5 veces. Cuando se aplicaron los estimulos de hipoxia y
DMOG de manera simultanea, el mensajero de VEGF no sufri6 una induccién
significativa respecto a la condicion hipoxia. Por el contrario el mensajero de la
subunidad f; en esta condicion experimental se reprimi6 ain mas (un 70 %

aproximadamente) que en hipoxia (un 35 % aproximadamente).
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Figura 30: Efecto del DMOG sobre la expresiéon de la subunidad $1 (A) y VEGF (B) en masculo
cardiaco adulto.

El tejido fue troceado e incubado en el medio de cultivo estandar durante 24 h en presencia o
ausencia de DMOG 1 mM tanto en normoxia como en hipoxia (1 % de Oy). Los niveles de ambos
mensajeros fueron normalizados frente al ribosémico 18S. El resultado se muestra como el promedio
+ el error estandar de la media (SEM) (n=6). La linea discontinua indica el nivel de expresion de

ambos genes en normoxia.

IV.5.4. La regulacion de la expresion de la subunidad B, por la hipoxia en
cardiomiocitos ventriculares dispersos de rata neonatal depende de HIF-
20, no de HIF-1a.

Los resultados obtenidos hasta ahora indican que las proteinas HIF-a participan
en el mecanismo de represion de la subunidad B, por la hipoxia en musculo cardiaco.
Para corroborar la participacion de esta familia de factores de transcripcién en este
fendmeno se realizaron experimentos con RNA de interferencia (siRNA) para HIF-1a y

HIF-2a, lo que ademdas nos permitié analizar la contribucién de cada uno de estos
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factores de transcripcibn por separado. El protocolo seguido en esta serie de
experimentos se muestra en la figura 31. Estos tuvieron una duracién completa de 48 h,
siempre en presencia de los diferentes siRNA, a una concentracion de 25 nM. Como
control negativo se utilizd un siRNA de secuencia aleatoria (scramble), a la misma
concentracion. Tras 24 h de interferencia en normoxia los niveles de mRNA de HIF-1a,
HIF-20. y de la subunidad B, fueron analizados por RT-gPCR, a fin de determinar la
eficiencia de cada tratamiento. Posteriormente, las muestras se sometieron a hipoxia (1
% de O, durante 24 h) y tras este periodo, los niveles de mensajero de la subunidad B, y
del VEGF se estimaron por RT-qPCR. Para corroborar la eficacia de los tratamientos de
interferencia se estimé por Western blot la estabilizacion de HIF-1a y HIF-20 después de
las 4 primeras h de hipoxia, tiempo en el que tanto HIF-1a como HIF-2a alcanzan en

condicién de hipoxia su pico maximo de estabilizacion.

siRNA B 21%0;
1% 0,

| | | |
0 24 28 48
Tiempo (h) | | |

mMRNA HIF-o Proteina HIF-o. mRNA 31y VEGF

Figura 31: Protocolo seguido en los experimentos de RNA de interferencia para HIF-1a y HIF-2a.
Las células fueron incubadas durante 48 h en presencia de siRNA para HIF-1a, HIF-2a. 0 scramble a
una concentracion de 25 nM. Los niveles de mensajero de HIF-1a, HIF-2a y la subunidad f; fueron
analizados por RT-gPCR tras las primeras 24 h de tratamiento. El nivel de mensajero de la subunidad
B1 y VEGF se analizaron, ademds, a tiempo final. Los niveles de proteina HIF-1a y HIF-2a se
determinaron por Western blot tras las primeras 4 h de hipoxia. El resultado se muestra como el

promedio = el error estandar de la media (SEM) (n=6).

En la figura 32 se muestra que tras las primeras 24 h de tratamiento con los
diferentes siRNAs en normoxia se produjo un efecto selectivo sobre los mMRNAs de HIF-
la y HIF-2a. La interferencia de HIF-1a (gris) resulté en una disminucion de la cantidad
relativa del mensajero de hasta un 70 % con respecto a la cantidad relativa del mismo
en normoxia. Por el contrario el siRNA scramble (negro) y el siRNA para HIF-2a (blanco)
no afectaron a los niveles del mensajero de HIF-1a. La interferencia de HIF-2q., dio lugar
al descenso del mRNA hasta aproximadamente el 30 % de su valor en la normoxia. Sin

embargo, los otros tratamientos no afectaron de manera significativa a este transcrito.
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Los niveles de mensajero de la subunidad ; no se afectaron por la interferencia de HIF-

loy HIF-20.

- si-scramble
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Figura 32: Andlisis por RT-qPCR de la especificidad de los siRNA para HIF-1a y HIF-2a tras 24
h de tratamiento.

Los niveles de mensajero de HIF-1a, HIF-2o y subunidad p; fueron analizados tras 24 h de
tratamiento con los distintos siRNA. Como control negativo se utilizé un siRNA de secuencia aleatoria
(scramble). La concentracién empleada fue de 25 nM. Los niveles de mensajero fueron normalizados
frente al ribosémico 18S. El resultado se muestra como el promedio de 6 experimentos =+ el error
estandar de la media (SEM). La linea discontinua indica el nivel de expresion de los genes en

normoxia.

Una vez verificada la especificidad de los tratamientos de interferencia a nivel de
transcripcién se procedié a analizar la estabilizacion de las proteinas HIF-a para cada
tratamiento, tanto en normoxia como en hipoxia (Figura 33). La magnitud de la
estabilizacion se cuantific6 normalizando los niveles de cada proteina en cada condicién
experimental frente a la condicion normoxia mas scramble. En presencia de si-scramble
tanto HIF-1a (gris claro) como HIF-2a (gris oscuro) se estabilizaron significativamente
tras 4 h de hipoxia, unas 12 y 6 veces, respectivamente, respecto al control en normoxia

mas scramble.
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Figura 33: Estabilizacion de las proteinas HIF-1a y HIF-2a inducida por la hipoxia tras el
tratamiento de siRNA para HIF-1a y HIF-2a.

Las células fueron incubadas durante 24 h en normoxia en presencia de los diferentes siRNA. El
tratamiento hipéxico posterior fue de 4 h. Los extractos crudos de proteina total fueron sometidos a
SDS-PAGE vy los niveles de proteinas HIF-1a (A) y HIF-2a (B) fueron analizados por Western blot. La
cuantificacion se realiz6 normalizando los niveles de ambas proteinas respecto a los niveles de a-
tubulina. Representacién de los promedios de 6 experimentos = el error estdndar de la media (SEM).

La linea discontinua indica el nivel de ambas proteinas en normoxia, en presencia de scramble.

La incubacion de las células en presencia de siRNA especifico para HIF-2a en
hipoxia no cambid la cantidad relativa de HIF-1a respecto a la cantidad en hipoxia con
scramble (unas 12 veces), mientras que la proteina HIF-2a sufrié una estabilizacién
significativamente menor (3,5 veces) respecto a la situacién control (6 veces). El
tratamiento con siRNA especifico para HIF-1a produjo una disminucién significativa de
los niveles de proteina HIF-1a respecto al control (6 veces respecto a 12). En cambio, la

estabilizacién de HIF-2a no se vid afectada. El efecto de los distintos tratamientos sobre
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la estabilidad de las proteinas HIF-a no fue significativo en condiciones de normoxia,
aunque los tratamientos especificos tanto para HIF-1o como para HIF-2a tendian a
disminuir de manera especifica los niveles de estas dos proteinas. Por lo tanto podemos
concluir que los diferentes tratamientos con SiRNAs eran especificos y eficientes
también a nivel de proteina.

A continuacién se procedié a determinar el efecto de cada tratamiento de siRNA
sobre la regulacion por la hipoxia de la expresién de la subunidad ;. Como se comento
con anterioridad este analisis por RT-gPCR se realiz6 tras 48 h de experimento, tanto
para las muestras de normoxia como para las de hipoxia. Estas Ultimas fueron
incubadas durante 24 h en hipoxia tras 24 h de tratamiento en normoxia en presencia de
cada siRNA, con objeto de inhibir la transcripcion de HIF-1a y HIF-2a. Cuando los
niveles de mensajero de la subunidad B, fueron analizados en estos experimentos
(Figura 34A) se comprobé que la hipoxia en presencia de siRNA especifico para HIF-1a
tuvo un efecto represor similar al observado en presencia de siRNA scramble. En ambas
condiciones el descenso de los niveles de mensajero de la subunidad B, fue
aproximadamente de un 75 % respecto a los niveles de este transcrito en normoxia. Sin
embargo, el tratamiento con siRNA especifico para HIF-2a. produjo una reversion parcial
con respecto a la represion en presencia de siRNA scramble; asi, la cantidad relativa de
mensajero fue de un 25 % en hipoxia mas scramble, mientras que en presencia de
siRNA para HIF-2a la cantidad relativa de transcrito subié hasta el 60 % de la cantidad
del mismo en normoxia. La magnitud del cambio entre ambas condiciones (hipoxia mas
scramble e hipoxia més siRNA para HIF-2a) fue significativa, lo cual nos indicé que HIF-
20y no HIF-1a es el factor que esta participando en la regulacién a la baja por hipoxia
del mensajero de la subunidad p;.

El resultado expuesto anteriormente se complementé con el analisis de la
expresion del gen VEGF por RT-gPCR en los mismos experimentos. Como se observa
en la figura 34B este gen se induce por la hipoxia en situacién control (en presencia de
scramble) unas 6 veces, al igual que en presencia de siRNA especifico para HIF-2c.
Cuando el tratamiento de hipoxia se realizé en presencia de siRNA especifico para HIF-
lo en cambio la induccibn de este mensajero fue significativamente menor,
aproximadamente 3 veces respecto a la normoxia. Este resultado evidencié que como
ocurre en otros tejidos la induccidon de VEGF en nuestra preparacion es dependiente de
HIF-1a. y no de HIF-2a. Ademés corrobor6 la especificidad de los tratamientos de

interferencia empleados tanto para HIF-1a. como para HIF-2a.
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Figura 34: Anélisis por RT-qPCR de la regulacion por la hipoxia de la subunidad B1 (A) y VEGF
(B) tras el tratamiento de siRNA para HIF-1a y HIF-2a.

Los niveles de mensajero de la subunidad p; y VEGF fueron analizados tras el tratamiento con los
distintos siRNA. Como control negativo se utilizé un siRNA de secuencia aleatoria (scramble). La
concentraciéon empleada fue de 25 nM. Las muestras expuestas a hipoxia se incubaron 24 h en esta
condicién, después de 24 h en normoxia en presencia de cada tratamiento de siRNA. Los niveles de
mensajero fueron normalizados frente al ribosémico 18S. El resultado se muestra como el promedio
de 6 experimentos = el error estdndar de la media (SEM). La linea discontinua indica el nivel de

expresion de ambos genes en normoxia.

V. REGULACION POR LA GLUCOSA DE LA EXPRESION DE LA SUBUNIDAD B;
EN CARDIOMIOCITOS VENTRICULARES DISPERSOS DE RATA NEONATAL.

La disminucion en los niveles de glucosa extracelular representa un estrés que en
la mayoria de los tejidos (y especialmente en el higado) provoca una modificacién en el
patrén de expresion de numerosos genes (Meugnier et al., 2007). En hepatocitos existe
una relacion muy estrecha entre las sefiales de hipoxia y glucosa, de manera que el
HRE puede funcionar como un GIcRE (Glucose Response Element) y viceversa. Este
hecho podria tener un papel importante en la regulacion de procesos fisiolégicos y
fisiopatolégicos (Kietzmann et al., 2002); de hecho, la isquemia (déficit de oxigeno y
glucosa) es una situacion fisiopatoldégica de gran importancia médica. Puesto que la
hipoxia reprime la expresion de la subunidad f; en muasculo cardiaco se estudid si la
disminucion en el aporte de glucosa afecta los niveles de mMRNA de esta proteina y si
ambos estimulos aplicados simultaneamente se potencian. Para cumplir este objetivo
los cardiomiocitos dispersos de rata neonatal se incubaron en un medio de cultivo
formulado en ausencia de glucosa durante 24 h, tanto en normoxia como en hipoxia (1

% de O,). Este medio de cultivo se suplementé con 18 mM glucosa para las muestras

74



Resultados

control de normoxia e hipoxia, concentracion de glucosa presente en el medio de cultivo
general de esta preparacion de células.

En la figura 35 se resumen los resultados obtenidos en los experimentos
explicados en el parrafo anterior. En normoxia la ausencia de glucosa respecto a la
situacion control tuvo el mismo efecto sobre el transcrito de la subunidad f; que la
hipoxia: disminuyd sus niveles de forma significativa (Figura 35A). Asi, la represién
alcanzada en ambas condiciones experimentales fue de un 40 % aproximadamente. Sin
embargo en normoxia la ausencia de glucosa no produjo modificacién en los niveles de
mensajero de HO-1 respecto a la situacién control (Figura 35B). La combinaciéon de
ambos estimulos simultdneamente, ausencia de glucosa mas hipoxia, produjo un
descenso de los niveles de mensajero de la subunidad 3; mayor al registrado en hipoxia
mas glucosa (represiéon del 60 % y 40 %, respectivamente). En cambio los niveles de
mensajero de la HO-1 en esta condicion sufrieron un incremento muy alto: mas de 50
veces respecto de la situacion control. De este modo podemos concluir que la ausencia
de glucosa es un estimulo que, al igual que la hipoxia, tiene un efecto represor sobre la
expresion de la subunidad ;. El hecho de que la represion de este mensajero en
hipoxia y ausencia de glucosa sea significativamente mayor que en hipoxia en presencia
de glucosa, indica que ambos estimulos tienen un efecto sumatorio sobre la regulacion

de la expresion de la subunidad ;.
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Figura 35: Efecto de la ausencia de glucosa sobre la regulacién de la subunidad g1 (A) y HO-1 (B).
Las células fueron incubadas durante 24 h en presencia o en ausencia de 18 mM glucosa, tanto en
normoxia como en hipoxia (1 % de O;). Posteriormente se analizaron los niveles de ambos mensajeros
por RT-gPCR. Los niveles de mensajero fueron normalizados frente al ribosémico 18S. El resultado se
muestra como el promedio de 5 experimentos = el error estidndar de la media (SEM). La linea

discontinua indica el nivel de expresién de ambos genes en normoxia.
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VI. IMPORTANCIA FISIOPATOLOGICA DE LA REGULACION DE LA EXPRESION
DE LA SUBUNIDAD (; POR LA HIPOXIA EN CARDIOMIOCITOS VENTRICULARES
DISPERSOS DE RATA NEONATAL: ENSAYOS FUNCIONALES.

El musculo cardiaco, al igual que otros tejidos, tiene la capacidad intrinseca de
responder y adaptarse a diversos estimulos, entre los que se encuentra la hipoxia. La
adaptacion a hipoxia (o isquemia) del musculo cardiaco le dotan de resistencia a insultos
isquémicos (o hipdxicos) posteriores; fendbmeno gue se denomina
precondicionamiento. Dependiendo del estimulo que lo desencadena, este fendmeno
puede clasificarse en varios tipos. En el precondicionamiento isquémico la exposicién de
animales o corazones aislados a periodos cortos de isquemia seguidos de periodos
cortos de reperfusién inducen proteccion frente a un insulto isquémico posterior (Yellon y
Downey, 2003; Zaugg et al., 2003). Por otro lado, se ha descrito que episodios cortos de
hipoxia inducen el desarrollo de mecanismos de resistencia frente a insultos isquémicos
posteriores (Lasley et al., 1993; Shizukuda et al., 1992). Este fen6meno, denominado
precondicionamiento hipoxico, también se ha observado en  preparaciones de
cardiomiocitos aislados (Silverman et al.,, 1997). Por ultimo, el precondicionamiento
farmacolégico se consigue mediante la aplicacion de farmacos, algunos de los cuales
activan a ciertos canales iénicos, que protegen al masculo cardiaco frente al posterior
insulto isquémico (Yellon y Downey, 2003; Zaugg et al., 2003).

Generalmente, los fenémenos de precondicionamiento se han estudiado sobre el
animal in vivo o sobre corazones aislados, en los que la cardioproteccién se manifiesta
como una disminucion del area infartada tras el insulto isquémico final. Cuando el
precondicionamiento se estudia sobre células en cultivo, la isquemia ha de ser simulada
sobre la preparaciéon de células dispersas, para lo cual existen numerosos protocolos in
vitro validados y ampliamente aceptados (Armstrong et al., 1994; Diaz y Wilson, 2006;
Ikonomidis et al., 1994; Vander Heide et al., 1990). Los resultados que se exponen a
continuacién se obtuvieron de experimentos en los que se empled uno de estos modelos
in vitro de isquemia simulada sobre la preparacion de cardiomiocitos ventriculares
dispersos de rata neonatal. Este modelo, que aparece detallado en “Materiales y
Métodos”, basicamente consiste en la separacion de las células de la placa de cultivo
tras la aplicacién del estimulo en cuestion y la posterior centrifugacion de las células.
Después de eliminar el medio de cultivo, se afiade una capa de aceite mineral sobre el
precipitado de células para bloquear el intercambio gaseoso entre las células y el
exterior. En esas condiciones, los cardiomiocitos se encuentran en un entorno similar al

gue se genera en situacién de isquemia.
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VI.1. Precondicionamiento hipéxico en cardiomiocitos ventriculares de rata

neonatal.

VI.1.1. La hipoxia crénica y severa aumenta la viabilidad de los
cardiomiocitos ventriculares dispersos de rata neonatal durante la

isquemia simulada.

Con objeto de estudiar si el estimulo hipéxico aplicado a nuestra preparacion
generaba algun efecto sobre la viabilidad del cultivo ante un insulto isquémico posterior,
se realizaron experimentos siguiendo el protocolo que se muestra en la figura 36. Las
células se incubaron durante 24 h en normoxia (blanco) o en hipoxia (1 % de O,; gris), y
posteriormente se sometieron a una isquemia simulada de 3 h. A lo largo de esta
isquemia la viabilidad del cultivo se analiz6 mediante la toma de alicuotas de células
procedentes del precipitado celular, tincidn con azul tripan y posterior cuantificacion del
namero de células. La proporcion de células no tefiidas, y por tanto vivas, respecto al
namero total de células contadas nos informé sobre la viabilidad del cultivo en el

momento de la isquemia en el que se realizé la toma de la muestra.

Isquemia
simulada
21%
[ .
1%0;
| .
[ I 1
0 24 27
Tiempo (h) Andlisis de la

viabilidad
Figura 36: Protocolo seguido en los experimentos funcionales de precondicionamiento hip6xico
en cardiomiocitos ventriculares de rata neonatal.
Las células fueron incubadas en normoxia (blanco) o hipoxia (gris) durante 24 h. Posteriormente
fueron sometidas a un periodo de “isquemia simulada” con una duracién total de 3 h, a lo largo del

cual se analizé la viabilidad celular del cultivo.

El resultado de los experimentos anteriormente expuestos se muestran en la figura
37A. En ella se observa como la viabilidad del cultivo disminuye en cada condicidn
experimental a lo largo de la isquemia simulada. Las células que estuvieron expuestas a
24 h de hipoxia muestran un descenso de la viabilidad celular menos pronunciado que
las que fueron incubadas en normoxia. A las 2 h del inicio de la isquemia la diferencia

entre ambas condiciones experimentales se hace patente, y a las 3 h el porcentaje de
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células vivas es significativamente mayor en la condicion hipoxica frente a la condicion
normoxica. En la figura 37B se muestra la cuantificacion del ensayo de viabilidad,
expresado como porcentaje de células vivas respecto al total de células, a las 3 h de la
isquemia. De las células incubadas en hipoxia, aproximadamente el 30 % es aln viable
tras 3 h de isquemia, mientras que de las incubadas en normoxia sélo un 10 %
permanecen vivas. La hipoxia crénica, por tanto, “precondiciona” al cultivo ya que
permite a las células que han sido expuestas a hipoxia ser mas resistentes ante ante un

insulto isquémico posterior.
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VI.1.2. Precondicionamiento hip6xico en cardiomiocitos ventriculares

dispersos de raton neonatal.

Para determinar si el fenédmeno del precondicionamiento hipéxico descrito para
cardiomiocitos de rata en el apartado anterior también se observa en otras especies se
realizaron dispersiones a partir de corazén de ratén neonatal, a las cuales se aplico el
protocolo esquematizado en la figura 36. El resultado de estos ensayos se muestra en la
figura 38, en la que se observa que en esta preparacion la hipoxia también promueve un
incremento en la viabilidad del cultivo ante la isquemia. En este caso la diferencia en la
viabilidad celular se hizo significativa media hora después que en el caso de la
preparacion procedente de rata, es decir, tras 3,5 h de isquemia. La cuantificacion de la
viabilidad celular a tiempo final se muestra en la figura 38B. Para esta preparacion la
supervivencia en hipoxia es cercana al 50 %, mientras que en normoxia sélo un 20 % de

células aproximadamente sobrevive al insulto isquémico.
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VI.2. Caracterizacion del precondicionamiento hipoxico.

Una vez descrita la existencia del precondicionamiento hipdxico en nuestras

preparaciones quisimos caracterizar este fenbmeno con mas detalle.

VI.2.1. Dependencia del precondicionamiento hipéxico del tiempo de
exposicion al estimulo hipoxico en cardiomiocitos ventriculares dispersos

de rata neonatal.

En nuestro modelo celular ha quedado demostrado que la magnitud de la
regulacién de la expresion de la HO-1 y de la subunidad B, depende del tiempo de
exposicion a la hipoxia. Asi, la induccién de la HO-1 y la represion de la subunidad f;
son mayores a las 24 h que tras 8 h de hipoxia (Figura 17A y 17B). Por lo tanto es
plausible pensar que, si el mecanismo subyacente al precondicionamiento hipoéxico
implica la modificacién de los patrones de expresidon génica, dicho fendmeno seria
también dependiente del tiempo de exposicion a hipoxia. Para comprobar esta hipétesis
se realizaron los experimentos esquematizados en la figura 39A. En ellos los
cardiomiocitos de rata neonatal dispersos fueron sometidos a 8 y 24 h de hipoxia (1 %
de O,), y después de 3 h de isquemia simulada la viabilidad de estas preparaciones
fueron comparadas con la de las células incubadas en condiciones normoéxicas. El
resultado de estas pruebas, representado en la figura 39B evidencié que en efecto, las
células expuestas a 24 h de hipoxia sobrevivian mejor a la isquemia simulada que las
células incubadas durante 8 h de hipoxia, con un cambio en la viabilidad celular
significativo entre ambas condiciones. El porcentaje de células vivas de estos cultivos a
tiempo final fue de aproximadamente 30 % y 20 %, respectivamente, frente al 10 %

registrado para las células incubadas en normoxia.
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Figura 39: Dependencia del precondicionamiento hip6xico del tiempo de exposicion al
estimulo hipéxico.

(A) Protocolo seguido en esta serie de experimentos. Las células fueron incubadas en normoxia
(blanco) durante 24 h o en hipoxia (gris) durante 8 o 24 h. Posteriormente fueron sometidas a
isquemia simulada durante 3 h. (B) Cuantificacion de la viabilidad celular de los cultivos a tiempo final

(3 h). Representacion de los promedios de 7 experimentos = el error estdndar de la media (SEM).

VI1.2.2. Dependencia del precondicionamiento hipéxico de la estabilizacion
de la familia de factores de transcripcion HIF-a en cardiomiocitos

ventriculares dispersos de rata neonatal.

Continuando con la caracterizacion del precondicionamiento hipdéxico quisimos
profundizar en el estudio de los mecanismos responsables de este fendbmeno en los
cardiomiocitos dispersos de rata neonatal. La familia de factores de transcripciéon HIF-a
es la principal responsable de disparar la reprogramacion génica frente a la hipoxia, y
esta implicada en algunos modelos de precondicionamiento (Cai et al., 2003; Cai et al.,
2008; Date et al., 2005; Loor y Schumacker, 2008), por lo que quisimos comprobar si la
estabilizacion de estas proteinas pudieran estar implicadas en el precondicionamiento
hipdxico en nuestro modelo celular. Para ello se realizaron experimentos en los que se
compararon las respuestas a la isquemia de células expuestas a normoxia (blanco),
hipoxia (gris oscuro) y normoxia en presencia del mimético de hipoxia DMOG (gris
claro), como se esquematiza en la figura 40A. Este compuesto, como quedd demostrado
en la figura 28, estabiliza los niveles de proteinas HIF-1a y HIF-2a. en normoxia.

Tal y como se muestra en la figura 40B la supervivencia observada tras 3 h de
isquemia de las células incubadas en presencia de DMOG es similar a la registrada en
hipoxia; en ambos casos la proporcion de células vivas es de aproximadamente un 40 %

respecto al total. En cambio, sélo sobreviven a la isquemia aproximadamente un 18 %
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de células incubadas en normoxia. El DMOG por tanto mimetiza a la hipoxia y genera el
mismo nivel de precondicionamiento que la hipoxia. Este resultado indica, por lo tanto,
que la familia de factores de transcripcién HIF-a estan implicados en nuestro modelo de

precondicionamiento hipéxico.
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Figura 40: Dependencia del precondicionamiento hipdxico de la estabilizacion de la familia de
factores HIF-a.

(A) Protocolo seguido en esta serie de experimentos. Las células fueron incubadas durante 24 h en
normoxia (blanco), hipoxia (gris oscuro) o en normoxia en presencia de DMOG 1mM. Posteriormente
fueron sometidas a isquemia simulada durante 3 h. (B) Cuantificacion de la viabilidad celular de los
cultivos a tiempo final (3 h). Representacion de los promedios de 4 experimentos = el error estandar
de la media (SEM).

VI1.2.3. Dependencia del precondicionamiento hipéxico de la estabilizacion

de HIF-2a en cardiomiocitos ventriculares dispersos de rata neonatal.

Para el estudio de la contribucién diferencial de los factores de transcripcion HIF-
la y HIF-2a al precondicionamiento hipéxico se empled la tecnologia de silenciamiento
génico con siRNA para cada uno de estos factores. Como ya se demostré en la primera
parte de “Resultados” los si-RNAs empleados fueron eficientes y especificos tanto a
nivel de RNA como a nivel de proteina (Figuras 32 y 33). El proceder experimental se
refleja en la figura 41A. Los siRNAs empleados en esta serie de experimentos fueron
especificos para HIF-1a (gris oscuro), HIF-2a. (gris claro) y scramble (blanco), que se
eligi6 como control negativo. Las concentraciones de todos ellos fue de 25 nM y fueron
aplicados durante 48 h en total. Para cada tratamiento se ensayaron ceélulas incubadas
en normoxia y en hipoxia. La duracion del estimulo hipoxico en éstas Ultimas fue de 24
h, y se aplicé tras 24 h de tratamiento en normoxia. Como se puede observar en la figura

41B, en presencia del siRNA scramble la viabilidad del cultivo tras la isquemia es
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significativamente superior en hipoxia que en normoxia, con un porcentaje de células
vivas a tiempo final del 35 % y 12 %, respectivamente. Cuando se administr6 siRNA
especifico para HIF-1la se observé que si bien en normoxia la supervivencia de las
células tras la isquemia era ligeramente superior a la registrada con scramble (20 % de
células vivas), en hipoxia seguia existiendo un aumento en la viabilidad con respecto a
su normoxia (30 % respecto a 20 %). Sin embargo, en presencia de siRNA especifico
para HIF-2a la hipoxia no gener6 aumento en la viabilidad celular del cultivo tras la
isquemia; la supervivencia celular fue de aproximadamente un 12 % tanto en normoxia
como en hipoxia. Estos datos nos permiten concluir de manera clara que el responsable

del precondicionamiento hipdxico en nuestro modelo celular no es HIF-1a, sino HIF-2.
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Figura 41: Dependencia del precondicionamiento hipoxico de la estabilizacion de HIF-2a.
(A) Protocolo seguido en esta serie de experimentos. Las células fueron incubadas durante 48 h en
presencia de siRNA scramble (blanco), siRNA para HIF-1lo o para HIF-2a. Las células que se
expusieron a hipoxia estuvieron 24 h bajo este estimulo tras 24 h en normoxia en presencia de cada
tratamiento. Posteriormente fueron sometidas a isquemia simulada durante 3 h. (B) Cuantificacién de
la viabilidad celular de los cultivos a tiempo final (3 h). Representacién de los promedios de 6

experimentos + el error estandar de la media (SEM).

VI.3. Contribucién de la represién por la hipoxia de la subunidad B; del canal

maxi-K al precondicionamiento hipéxico.
Los datos mostratos en apartados anteriores indican que el precondicionamiento

hipéxico en nuestro modelo celular depende de HIF-2a (Figura 41). Puesto que,

ademas, este factor participa en el mecanismo de represion de la subunidad f3; por la
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hipoxia (Figura 34A), nos planteamos la hip6tesis de que la represion de este gen
pudiera contribuir al precondicionamiento hipéxico en nuestra preparacion. Con objeto
de responder a esta pregunta se realizaron experimentos de dos tipos. Por un lado se
estudié el precondicionamiento hipéxico en cardiomiocitos dispersos procedentes de
raton neonatal knock-out para la subunidad ;. Por otro lado, y de manera
complementaria, se llevaron a cabo experimentos en los que se analizé el efecto del
tratamiento con siRNA para el gen de la subunidad ; en normoxia sobre el

precondicionamiento hipoxico.

VI.3.1. El precondicionamiento hipéxico en cardiomiocitos dispersos de

raton neonatal knock-out para la subunidad B;.

Para este tipo de experimentos se realizaron dispersiones de cardiomiocitos de
raton neonatal knock-out [KO; (-/-)] embrionario para la subunidad ;. Estos ratones
fueron cedidos amablemente por el laboratorio del Dr. O. Pongs (Pluger et al., 2000).
Como animales control se escogieron ratones homozigotos (+/+) de la misma cepa. El
genotipado de estos se realiz6 mediante PCR convencional (ver “Materiales y
Métodos”). En la figura 42 se muestra el resultado del genotipado de algunos de los

ratones analizados.

HO +/+ +/- /- - -- ++ M PP

Figura 42: Genotipado de los ratones knock-out para la subunidad B: del canal maxi-K.
Andlisis realizado por PCR convencional. Los fragmentos amplificados se visualizaron en gel de
agarosa al 2 %. El fragmento silvestre obtenido fue de 719 pb. En cambio, la ausencia del gen de la
subunidad B1 generd un fragmento de 372 pb. Ambos fragmentos fueron detectados en las muestras

de los animales heterocigotos. A la izquierda se muestra el marcador de peso molecular (M).

Para el estudio del precondicionamiento hipbéxico se realizaron dispersiones
simultaneas de cardiomiocitos procedentes de ratones, de hasta 4 dias de edad, de

ambos genotipos. Los estudios funcionales se realizaron tres dias después de la
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siembra de las células, y consistieron en la incubacién de los cardiomiocitos en normoxia
y en hipoxia (1 % de O,) durante 24 h. Posteriormente se realizd el protocolo de

isquemia simulada, y tras 3,5 h se analiz6 la viabilidad del cultivo (Figura 43).
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(% células vivas)

0

1% 0O, - + - +

(+1+) + + - -
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Figura 43: Precondicionamiento hipdxico en cardiomiocitos procedentes de raton knock-out
parala subunidad Bi.
Se realizaron de manera simultdnea y en paralelo dispersiones procedentes de ratones (+/+) y (-/-).
Las células fueron incubadas en normoxia o en hipoxia durante 24 h. Posteriormente fueron
sometidas a isquemia simulada durante 3,5 h. La cuantificacién de la viabilidad celular de los cultivos

se realizé a tiempo final (3,5 h). Representacion de los promedios de 5 experimentos + el error

estandar de la media (SEM).

Cuando en los experimentos explicados con anterioridad se comparé la
viabilidad a tiempo final no se observaron diferencias significativas entre las células
provenientes de ratones (+/+) y (-/-) tanto para las condiciones de normoxia como para
las de hipoxia. Esto puede ser debido a dos posibles causas. Por un lado, a que la
subunidad p; no contribuya al precondicionamiento hipoxico, y por otro a que la
ausencia del gen de la subunidad p, desde el periodo embrionario sea compensado de

alguna manera, como ocurre en el caso de otros genes, en el animal knock-out.
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VI.3.2. Efecto del siRNA especifico para la subunidad p; sobre el
precondicionamiento hipéxico en cardiomiocitos dispersos de rata

neonatal.

Para complementar los datos obtenidos en los experimentos con los animales
knock-out para la subunidad p; se analiz6 el precondicionamiento hipoxico en células
en las que se reprimio la expresion de la subunidad 3; mediante el uso de siRNA. En
primer lugar se comprobé mediante RT-qPCR que el tratamiento con siRNA especifico
para la subunidad B, era efectivo. Tras 48 h de incubacién con el siRNA en normoxia
los niveles de mensajero de la subunidad p; fueron analizados y comparados con los
niveles del mismo en presencia de siRNA scramble. La concentracion de ambos
siRNAs fue de 50 nM en esta serie de experimentos. En la figura 44 se muestra el
resultado de este andlisis, que indica que mientras que la aplicacion de scramble no
modifica de manera significativa la cantidad relativa de mensajero de la subunidad ;
respecto a la cantidad en normoxia, el tratamiento con siRNA especifico para la
subunidad B; reduce la transcripcién de este gen. Los niveles de transcrito de la
subunidad f; respecto a normoxia en esta condicibn experimental (40 %
aproximadamente) son significativamente diferentes a los niveles del mismo en

presencia de scramble.

1.2
Figura 44: Analisis por RT-qPCR de la especificidad del

tratamiento de sSiRNA para la subunidad 1.

o
o

Las células fueron incubadas en normoxia en presencia de
* siRNA scramble 50 nM o siRNA para la subunidad f1 50 nM
durante 48 h. La normalizacion se realizd frente al ribosomico

18S. Se representan los promedios + el error estandar de la

Expresion relativa 31
o
B

media (SEM) de 4 experimentos. La linea discontinua indica el

o

. nivel de expresion de la subunidad f1 en normoxia.
scramble Si-p1

Tras comprobar que el tratamiento con siRNA especifico para la subunidad f;
producia el silenciamiento génico esperado, se procedid a realizar los ensayos
funcionales esquematizados en la figura 45A. Tras 3 h de isquemia se analizé la
viabilidad del cultivo incubado en normoxia en presencia del siRNA para la subunidad
B1, Y se compard con la viabilidad de las células incubadas en presencia de siRNA

scramble, tanto en normoxia como en hipoxia. En la figura 45B se muestran los
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resultados obtenidos en esta serie de experimentos funcionales. Asi, en presencia de
siRNA especifico para la subunidad p; (gris claro) y tras el insulto isquémico la
viabilidad celular fue de aproximadamente un 20 % de células vivas, un valor que se
mantuvo entre los registrados para las condiciones de normoxia (12 %, blanco) e
hipoxia en presencia de scramble (35 %, gris oscuro). Las diferencias observadas
entre todas las condiciones experimentales fueron significativas, lo cual nos permitio
concluir que un descenso en los niveles de mRNA de la subunidad f; en normoxia
tenia un efecto positivo sobre la supervivencia de los cultivos sometidos a isquemia
simulada. Por lo tanto, la represiéon de la subunidad p; contribuye al
precondicionamiento hipéxico en cardiomiocitos ventriculares dispersos de rata

neonatal.
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Figura 45: Contribucién de la subunidad B1 del canal maxi-K al precondicionamiento hipéxico.
(A) Protocolo seguido en esta serie de experimentos. Las células fueron incubadas durante 48 h en
normoxia en presencia de RNA scramble (blanco) o siRNA para la subunidad p1 (gris claro), a una
concentracion de 50 nM. Las células que se expusieron a hipoxia estuvieron 24 h bajo este estimulo
tras 24 h en normoxia en presencia de RNA scramble. Posteriormente fueron sometidas a isquemia
simulada durante 3 h. (B) Cuantificacion de la viabilidad celular de los cultivos a tiempo final (3 h).

Representacion de los promedios de 6 experimentos + el error estandar de la media (SEM).
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VII. ESTUDIO DE LAS POSIBLES INTERACCIONES DE LA SUBUNIDAD B, DEL
CANAL MAXI-K CON OTRAS PROTEINAS EN MUSCULO CARDIACO.

En cardiomiocitos, el nivel de expresién del mRNA de la subunidad , del canal
maxi-K es elevado, mientras que apenas se detecta la subunidad o. Ademas, existen
datos en la literatura indicando que la subunidad p; del canal maxi-K puede
interaccionar con otras proteinas, como el canal de cloruro activado por calcio
(Greenwood et al., 2002) y la subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa (Ohya et al.,
2005). Nuestro objetivo inicial era estudiar las posibles interacciones de la subunidad
B1 del canal maxi-K con otras proteinas, ademas de la supuesta interaccion con la
subunidad o del mismo canal, en cardiomiocitos de rata neonatal. Para aplicar el
sistema “DUAL membrane” a nuestros objetivos, y como se comentd anteriormente, se
utilizé como “cebo” la subunidad p; del canal maxi-K. EI cDNA de la subunidad 8, se
amplificé mediante PCR convencional. Una vez secuenciado, el cDNA se subcloné en
el vector apropiado para generar una proteina de fusién con Cub y el factor de
transcripcion. A su vez se construy0 una genoteca a partir de RNA total de
cardiomiocitos de rata neonatal con el fin de generar proteinas de fusion con Nub.
Posteriormente se procedio a estudiar las posibles interacciones entre la subunidad ;
del canal maxi-K con las proteinas codificadas en los distintos clones de la genoteca.

De los mas de 5 millones de clones ensayados con el sistema “DUAL
membrane”, 192 dieron sefial positiva para la interaccidon con la subunidad , del canal
maxi-K. De ellos, se seleccionaron los 6 que mostraron la sefial mas intensa. Estas 6
interacciones fueron reconfirmadas en un nuevo ensayo. Posteriormente, se procedi
a la secuenciacion de dichos clones. Una vez obtenidas las secuencias parciales de
los clones, éstas se compararon con las secuencias de las bases de datos de DNA. El
resultado obtenido se resume en:

-2 clones, que eran idénticos entre si, correspondian a la subunidad 1 del
complejo “peptidasa sefal”.

-otro clon correspondia al procolageno a |.

-otro clon correspondia a la polimerasa a de poli-A.

-un clon correspondia a la subunidad 1 de la NADH-deshidrogenasa
mitochondrial (ND1).

-uno de los clones no mostrd similaridad con ninguna secuencia en las bases de
DNA segln los resultados aportados por DUAL systems. No obstante, en un posterior
andlisis detallado de la secuencia en nuestro laboratorio observamos que se trata de la

subunidad 6 de la ATP-sintasa FO mitocondrial.
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Por tanto, los resultados obtenidos con el sistema “DUAL membrane” indican
que la subunidad B, del canal maxi-K es capaz de interaccionar con varias proteinas.
Entre ellas se encuentran al menos dos proteinas mitocondriales (subunidad 1 de la
NADH-deshidrogenasa mitochondrial (ND1) y subunidad 6 de la ATP-sintasa FO),
ambas implicadas en la fosforilacién oxidativa y pertenecientes a los complejos |y V
de la cadena de transporte de electrones de la membrana interna de la mitocondria.
Estos resultados sugieren que la subunidad ; del canal maxi-K podria desempefar

funciones distintas a las de modificar la actividad de la subunidad o del canal maxi-K.
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Los canales de potasio dependientes de calcio y voltaje (maxi-K) participan en las
respuestas agudas a la hipoxia en las células neurosecretoras (Pardal et al., 2000), la
musculatura vascular (Gebremedhin et al., 1994) y determinadas neuronas sensibles al
oxigeno (Haddad y Jiang, 1993). Datos generados en nuestro laboratorio han mostrado
gue algunas de las subunidades reguladoras de este canal se regulan en respuesta a la
hipoxia cronica en diversos tejidos. En células cromafines de rata la hipoxia disminuye el
nivel de expresion de la subunidad B, (datos no publicados). Del mismo modo, en
células de musculo liso de aorta toracica y arteria basilar de rata los niveles de la
subunidad p; también descienden en respuesta a la hipoxia crénica (Navarro-Antolin et
al., 2005). Por lo tanto, el canal maxi-K es un elemento clave en los mecanismos de
adaptacion de las células a la disminucion en la presion parcial de oxigeno. Aungue los
datos disponibles en la actualidad sugieren que el canal maxi-K esta presente en el
tejido cardiaco, existen todavia dudas sobre la funcion fisiol6gica de este canal en el
corazon (Jiang et al., 1999). Dado que la subunidad reguladora que mas se expresa en
el corazén es la subunidad B;, nos planteamos que, al igual que sucede en el musculo
liso vascular, el mRNA de esta subunidad podria regularse por la hipoxia crénica en
preparaciones de cardiomiocitos dispersos. A su vez, pensamos que el estudio del
mecanismo molecular subyacente a la regulacion de la subunidad B; por la hipoxia

podria arrojar luz sobre el papel fisiopatolégico del canal maxi-K en el misculo cardiaco.

. COMPOSICION MOLECULAR DEL CANAL MAXI-K EN EL MUSCULO
CARDIACO.

En la fase inicial de este trabajo se analizé la composicién molecular del canal
maxi-K en preparaciones de cardiomiocitos de rata neonatal dispersos, comprobandose
que, en efecto, la subunidad reguladora que mas se expresa en esta preparacion es la
subunidad B;. Por el contrario, la subunidad o o formadora del poro apenas se detecta
en el tejido cardiaco, siendo su nivel de expresion muy bajo en relacion al existente en el
musculo liso. En la actualidad existe controversia sobre la composicion molecular del
canal maxi-K en el corazén y su posible funcién en este tejido (Jiang et al., 1999). Las
evidencias existentes sobre la presencia del canal maxi-K en cardiomiocitos proceden
de experimentos funcionales en los que se han detectado corrientes de potasio debidas
a canales maxi-K en la membrana interna mitocondrial (Cao et al., 2005; Ohya et al.,
2005; Sato et al., 2005; Wang et al., 2008; Xu et al., 2002). La falta de un anticuerpo
suficientemente especifico para detectar estas proteinas en el corazon, junto con la

dificultad metodolégica para la obtencion de fracciones mitocondriales de alta pureza
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dificulta el estudio del canal maxi-K en este tejido. Ademas algunos autores han
sugerido que la subunidad B; puede interaccionar con otras proteinas, como el canal de
cloruro activado por calcio (Greenwood et al., 2002) y la subunidad | de la citocromo ¢
oxidasa (Ohya et al., 2005). Por lo tanto queda por determinar la naturaleza molecular
de las proteinas con las que interacciona la subunidad 3; en el corazén, lo que a su vez
permitird averiguar la funcion fisioldgica del canal maxi-K en este tejido, asi como su

importancia fisiopatologica.

Il. REGULACION POR LA HIPOXIA DE LA SUBUNIDAD B; DEL CANAL MAXI-K EN
EL MUSCULO CARDIACO.

Nuestros resultados muestran que, al igual que sucede en miocitos vasculares de
arterias cerebral y aorta de rata y mamaria humana (Navarro-Antolin et al., 2005), la
hipoxia crénica reprime la expresién de la subunidad B; del canal maxi-K en
cardiomiocitos neonatales, tanto en rata como en raton. Hemos observado una
disminucion en los niveles de mRNA de la subunidad B; en la condicién de hipoxia. El
posible cambio en los niveles de proteina de la subunidad B; no se ha podido analizar
debido a que el uso de los anticuerpos disponibles contra esta proteina para las
aplicaciones de Western blot e inmunocitoquimica no generaron datos fiables (datos no
mostrados). No obstante, los estudios funcionales realizados sobre las preparaciones de
miocitos vasculares demuestran que la regulacion a la baja del mRNA de la subunidad
B: también se refleja en una disminucidn de los niveles de proteina (Navarro-Antolin et
al., 2005). Por esta razon, es plausible asumir que en cardiomiocitos expuestos a hipoxia
los niveles de proteina de la subunidad B; disminuyen en paralelo con los niveles de
MRNA.

El efecto represor de la hipoxia sobre la subunidad B; se observa en diversos
tejidos (musculo liso y cardiaco) y en diferentes especies (rata, ratbn y humanos).
Ademads, en el caso del musculo cardiaco esta regulacion se produce tanto en animales
neonatos como en la etapa adulta. Por otro lado, la represién por la hipoxia del mMRNA
de la subunidad B; en cardiomiocitos, al igual que en los miocitos vasculares, depende
del tiempo de exposicion al estimulo hipoxico. El efecto es mayor cuanto mas tiempo
permanece la preparacion en hipoxia, y el descenso de los niveles de transcrito es lento
y la reversién no aparece hasta las 72 h. Ademas, este efecto depende del nivel de
hipoxia aplicada a la preparacién, siendo mas pronunciado cuanto menos oxigeno
disponible hay, tal y como se observa en las preparaciones de miocitos vasculares. La

dependencia tanto del tiempo como del nivel de hipoxia es similar a la que se observa

92



Discusion

para otros genes cuya expresion se regula por la tension de O, (Del Toro et al., 2003;
Semenza, 1999b; Wenger, 2002).

Todos estos datos sugieren que la regulacion a la baja por la hipoxia de la
subunidad B; es un proceso general que probablemente se produce mediante un

mecanismo molecular comun en diferentes tejidos.

lll. EFECTO DE LA HIPOXIA CRONICA SOBRE LA REGULACION DE LA
SUBUNIDAD B; EN EL ANIMAL COMPLETO.

El efecto represor de la hipoxia sobre la subunidad B, se observa en preparaciones
de cardiomiocitos dispersos, indicando que la capacidad de responder a este estimulo
reside en el propio tejido cardiaco. Sin embargo, la hipoxia aplicada sobre el animal
completo (atmosfera del 10 % de O,) no produjo modificacion en los niveles de
expresion de la subunidad B;, a ninguno de los tiempos analizados. Hay que destacar
gue en nuestras codiciones experimentales tampoco se modifico la expresién de genes
como el del VEGF o la HO-1, que se sabe se inducen por hipoxia. Sdlo se observo un
ligero incremento en el mMRNA de la HO-1 tras 48 h de tratamiento. Puesto que la
exposicion de porcentajes de O, menores al 10 % sobre animales completos no es
realizable por motivos éticos, no se puede descartar que la subunidad B, (ademas de
otros genes) se regule en el animal completo en situaciones de hipoxia mas severa, mas
préximas a la isquemia, en las que el aporte de oxigeno al corazén queda practicamente
interrumpido. En este sentido en un futuro queda por analizar la regulacion de la
subunidad B, en modelos in vivo de isquemia y reperfusion sobre animales mediante
oclusién o ligacion transitoria de la rama descendente anterior de la arteria coronaria

izquierda.

IV. MECANISMO MOLECULAR SUBYACENTE A LA REPRESION DE LA
SUBUNIDAD B; POR LA HIPOXIA.

Los experimentos realizados en presencia de inhibidores de la transcripcion
(actinomicina D y DRB) revelaron que la disminucién en los niveles de mRNA de la
subunidad B; observada durante la hipoxia se debe a una disminucién en la tasa de
transcripcion del gen, y no a una disminucion de la estabilidad del transcrito inducida en
esta condicién experimental. Ademas, el inhibidor de la traducciéon cichoheximida
produjo una reversién de la represién de la subunidad B;, dato que indica que la sintesis
de novo de proteinas es necesaria para que se produzca dicha represion.

Tanto el CoCl, como el DMOG inhiben la actividad de las prolil hidroxilasas e
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inducen la estabilizacién de las proteinas HIF-a, por lo que se usan para mimetizar la
situacion de hipoxia (lvan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001; Lopez-Barneo et al., 2001;
Semenza, 1999a; Wenger, 2002). En cardiomiocitos neonatales la aplicacion de DMOG
produjo la estabilizacion tanto de HIF-1a como de HIF-2a. Ademas, la aplicacién de
CoCl; o DMOG en normoxia produjo una disminuciéon en los niveles del mRNA de la
subunidad B; similar a la observada en hipoxia. Estos resultados sugieren que los
factores de transcripcién HIF-a estan implicados en la regulacién de la subunidad B; por
la hipoxia.

La participacion del sistema HIF/prolil hidroxilasas en la regulacién del gen de la
subunidad B; por la hipoxia estd de acuerdo con los resultados obtenidos en los
experimentos en los que se incubaron las células en presencia de H,O, en la condicién
de normoxia. En estas condiciones también se produjo la represién de la subunidad f4,
lo cual sugiere que las ROS participan en el mecanismo molecular subyacente a la
represién por la hipoxia de este mensajero. Se ha propuesto que uno de los
mecanismos por los que las ROS median sus efectos es la inhibicion de la actividad de
las prolil hidroxilasas (al oxidar el Fe** que actlia como cofactor enzimético), lo que
conlleva la estabilizacién de las proteinas HIF-a, y la regulacion transcripcional mediada
por estos factores en respuesta a la hipoxia crénica (Brunelle et al., 2005; Guzy et al.,
2005; Kaelin, 2005; Mansfield et al., 2005).

La entrada de calcio al citoplasma media la regulacién a la baja de la subunidad (3,
del canal maxiK en células PC12 (datos sin publicar de nuestro laboratorio). Para
comprobar si el calcio participa en la represion por la hipoxia de la subunidad B, en los
cardiomiocitos, se realizaron distintas maniobras experimentales. La concentracion de
calcio en el citoplasma celular aumenta en respuesta a la despolarizacion de la
membrana celular tras la aplicaciéon de una solucién con alto potasio y disminuye cuando
el calcio es eliminado del medio extracelular (Beekman et al., 1990). En nuestra
preparacion la despolarizacion de la membrana citoplasmatica con alto potasio en
normoxia no produjo represion de la subunidad ;. Complementando a este resultado se
observé que la eliminacion del calcio extracelular no sélo no indujo la reversion de la
regulacién de la subunidad ; en hipoxia, sino que ademas producia regulacion a la baja
del mMRNA de la subunidad B; tanto en normoxia como en hipoxia. Estos resultados
estan en consonancia con datos recientes que demuestran que la eliminacién del calcio
intracelular induce la estabilizacion de HIF (Berchner-Pfannschmidt et al., 2004; Liu et
al., 2004). Los resultados obtenidos revelan, por lo tanto, que la entrada de calcio al

citoplasma no participa en la regulacion transcripcional de la subunidad B, por la hipoxia,
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a diferencia de lo que se observa en células PC12 para la subunidad B, (material de
nuestro grupo sin publicar)

Para analizar de forma més directa la participacién de HIF en la regulacion de la
subunidad B, por la hipoxia se realizaron experimentos en los que se inhibié de manera
especifica la acumulaciéon de HIF-1la y HIF-2a en hipoxia mediante el empleo de
siRNAs. En ellos se observé que HIF-2a, y no HIF-1a, participa en la represion por la
hipoxia de la subunidad B;, pues sélo cuando se inhibi6 especificamente la
estabilizacion de HIF-2a. se produjo una reversion de esta represion. Mientras que HIF-
la se expresa en numerosos 6rganos y a lo largo de toda la escala filogenética, HIF-2a.
s6lo esta presente en vertebrados, particularmente en mamiferos, con un patrén de
distribucién mas reducido. Esto sugiere que HIF-2a tiene un papel mas especializado en
la homeostasis del oxigeno (Jiang et al., 2001). Diversos estudios sobre células madre
embrionarias (Embrionic Stem, ES) que carecen de los factores HIF han revelado que
HIF-2a. no cumple un papel critico en las respuestas generales frente a la hipoxia
(Brusselmans et al., 2001; Carmeliet et al., 1998; lyer et al., 1998; Ryan et al., 1998). No
obstante los ratones knock-out para HIF-2a (-/-) presentan letalidad durante el desarrollo
embrionario como consecuencia de una maduracion deficiente de los pulmones y los
vasos sanguineos (Compernolle et al., 2002; Peng et al., 2000), fallo cardiaco y una
homeostasis alterada de las catecolaminas (Tian et al., 1998). Ademas, HIF-2a regula la
expresion de la tirosina hidroxilasa en el érgano de ZuckerKandl (Peng et al., 2000; Tian
et al.,, 1998) y de VEGF en pneumocitos (Compernolle et al., 2002) en el periodo
embrionario. Estos datos indican que las proteinas HIF-o cumplen funciones no
redundantes durante el desarrollo (Hu et al.,, 2003; Wiesener et al, 1998).
Recientemente se ha demostrado que tras la inactivacion génica de HIF-2a de manera
aguda en ratones adultos, estos animales desarrollan anemia, lo cual apoya las
evidencias previas de que este factor regula la expresiéon del gen de la eritropoyetina en
la edad adulta (Gruber et al., 2007). Ademas, diversos trabajos han sugerido que
algunos genes cuya expresion esta regulada por HIF-2a son criticos para la funcion
mitocondrial y los mecanismos celulares de defensa frente al estrés oxidativo en la edad
adulta (Oktay et al., 2007; Scortegagna et al., 2003a). Parece, por tanto, que HIF-2a
tiene funciones especificas en el adulto regulando a genes especificos, entre los que se
encuentra la subunidad B, del canal maxi-K.

Un aspecto interesante de la regulacion de la expresion de la subunidad B, por la
hipoxia es que representa uno de los pocos ejemplos conocidos de represion mediada
por el sistema HIF. Aunque durante la hipoxia crénica se induce la transcripcion de una

gran cantidad de genes, se ha comprobado que también se produce represion
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transcripcional (Manalo et al.,, 2005). Sin embargo, existen pocos ejemplos bien
caracterizados de genes cuya expresion se reprima especificamente por HIF-1a. Entre
estos genes se encuentran el receptor el receptor o de la proliferacion del peroxisoma
(PPAR) (Narravula y Colgan, 2001), el transportador 1 equilibrativo de nucleésido
(ENT-1) (Eltzschig et al., 2005) y la kinasa de adenosina (Morote-Garcia et al., 2008),
cuya represion en hipoxia se produce por la union directa de HIF-1a a sus promotores.
El andlisis de la secuencia del promotor de la subunidad B; ha mostrado la existencia de
posibles sitios de union de los factores de transcripcion HIF (secuencias HRE; datos no
mostrados), por lo que seria plausible asumir que en hipoxia HIF-2a media la represién
de la subunidad B; mediante su unién directa al promotor de la subunidad B;. Sin
embargo la existencia de estas secuencias consenso no demuestra de manera directa
gue estos factores sean responsables de la regulacion transcripcional de la subunidad B,
(Morote-Garcia et al., 2008). Dado que la represién del mRNA de la subunidad B; se
ejerce a nivel transcripcional y depende de la sintesis de novo de proteinas, una
posibilidad que no puede descartarse es que la estabilizacion de HIF-2a induce la
expresion de otro(s) factor(es) de transcripcidén con funcion(es) represora(s) que actua(n)
sobre el promotor de la subunidad ; para inhibir su transcripcion. Tampoco se puede
excluir la posibilidad de que otros factores de transcripcion contribuyan junto a HIF-2a a
mediar del efecto represor de la hipoxia sobre la subunidad B;. En cualquier caso
nuestros resultados sugieren que la subunidad B, pertenece a la cohorte de genes
regulados por HIF-2a. y que su represion forma parte de la reprogramacién génica

mediada por este factor en hipoxia en cardiomiocitos neonatales.

V. REGULACION POR LA GLUCOSA DE LA EXPRESION DE LA SUBUNIDAD B,
DEL CANAL MAXI-K EN EL MUSCULO CARDIACO.

Los cambios en los niveles de glucosa en el medio regulan la transcripcion de
diversos genes en varios tejidos y tipos celulares, como el higado y las células 8 del
pancreas (Meugnier et al., 2007). Ademés, se ha demostrado que en higado las
secuencias de union HRE en los promotores de los genes diana pueden operar como
“glucose response elements” (GIUcRE) y viceversa (Kietzmann et al., 2002). Los efectos
transcripcionales mediados por la hipoxia y la hipoglucemia pueden tener gran
importancia fisiopatolégica en numerosos 6rganos. Durante la isquemia miocardica tiene
lugar una interrupcion del aporte tanto de glucosa como de oxigeno al corazén. En
nuestra preparacioén, la subunidad f3; se regula por la hipoxia, por la ausencia de glucosa

y, cuando ambos estimulos se aplican de forma simultanea, su efecto es aditivo. Este
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resultado sugiere que estos estimulos pueden tener un papel fisioldgico o fisiopatolégico

importante en la represion de la subunidad f;, también en el mdsculo cardiaco.

VI. EFECTO DE LA HIPOXIA CRONICA SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR DEL
MUSCULO CARDIACO DURANTE LA ISQUEMIA. CARACTERIZACION DEL
EFECTO.

La hipoxia aplicada en varios periodos sucesivos de corta duracién, al igual que
ocurre con la isquemia, protege al corazén frente a un periodo de isquemia posterior
(Lasley et al., 1993; Shizukuda et al., 1992). Este fendmeno, denominado
precondicionamiento hipdxico, se ha observado tanto en animales completos, como en
corazones aislados y células dispersas. La cardioproteccion que producen estos
fendmenos sobre células aisladas se puede analizar como el aumento de la
supervivencia celular tras la simulacion de un insulto isquémico posterior (Diaz y Wilson,
2006). Estos experimentos funcionales se llevaron a cabo sobre nuestra preparacion y
revelaron por primera vez que la hipoxia cronica y severa induce una aumento en la
viabilidad del cultivo en el transcurso de la isquemia, tanto en células procedentes de
rata como de raton. Por lo tanto nos encontramos ante un modelo celular que nos
permite estudiar de una manera facil y rapida los efectos cardioprotectores de la hipoxia
cronica sobre la viabilidad celular del tejido cardiaco tras la isquemia.

En la actualidad no se conocen con detalle los mecanismos moleculares
responsables del precondicionamiento isquémico e hipdxico. Aunque se ha propuesto la
participacion de los factores de transcripcion HIF en estos procesos ningln estudio ha
demostrado claramente que la induccién de estos factores de transcripcidén constituya la
base molecular de la cardioproteccion inducida por ambos tipos de precondicionamiento
(Loor y Schumacker, 2008). La aplicacion de DMOG en normoxia indujo en nuestra
preparacion un aumento en la viabilidad del cultivo tras la isquemia similar al observado
en hipoxia, lo cual demuestra inequivocamente la participacién de HIF en el modelo de
precondicionamiento hipoxico desarrollado a lo largo de este trabajo. Por otro lado, el
hecho de que el precondicionamiento hipéxico en nuestro modelo celular sea un proceso
dependiente del tiempo de exposicién a la hipoxia previa al estimulo isquémico apoya la
hipotesis de que la base molecular de este fendmeno sea una reprogramacion génica
inducida por HIF.

El silenciamiento transcripcional del factor de transcripcién HIF-2a mediante siRNA
aboli6 completamente el aumento de la viabilidad celular inducida por la hipoxia,

mientras que la supresion de HIF-1a no modificé la viabilidad del cultivo en comparacién
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a la situacién control. Por lo tanto, en contra de lo esperado, HIF-1a no participa en este
proceso, aunque existen evidencias de que este factor participa en otras formas de
precondicionamiento hipéxico e isquémico mediante la induccion de algunos de sus
genes diana. Entre éstos genes se encuentran enzimas glicoliticas y factores
angiogénicos (Bernhardt et al., 2007; Cai et al., 2008; Jurgensen et al., 2004). Nuestros
datos revelan, por primera vez, que HIF-2a no sélo participa, sino que ademas es
imprescindible para que se produzca el precondicionamiento hip6xico, al menos en el
gue se induce tras una hipoxia sostenida. Hasta la fecha, se habia sugerido que HIF-2a
contribuye a las respuestas protectoras de adaptacion a la isquemia en el rifion (Kojima
et al., 2007) y en neuronas (Ralph et al., 2004). Ademas, se ha observado que HIF-2a
regula la expresién de genes antioxidantes en el higado, como la superoxido dismutasa
2 (SOD-2) y la frataxina (Oktay et al., 2007; Scortegagna et al., 2003a), aunque se
desconoce si esta regulacion sucede también en el tejido cardiaco. Después de un
infarto de miocardio existe una induccién de las proteinas HIF-a en el tejido que rodea al
area infartada, donde se ha comprobado que HIF-20. se expresa en las zonas mas
alejadas al infarto (Jurgensen et al., 2004; Shohet y Garcia, 2007). Por lo tanto, parece
gue HIF-2a tiene funciones aun por investigar, y su estabilizacién probablemente
represente una de las respuestas de la célula frente a procesos de isquemia y

reperfusién, tanto en cardiomiocitos como en otros tipos celulares.

VIl. CONTRIBUCION DE LA REPRESION DE LA SUBUNIDAD B; POR LA HIPOXIA
AL PRECONDICIONAMIENTO HIPOXICO.

Nuestros resultados demuestran que HIF-2a en hipoxia media, por un lado, el
aumento de la viabilidad de los cardiomiocitos en cultivo tras la isquemia, y por otro,
participa en la represion por la hipoxia de la subunidad B, en esta preparacion. Estos
datos nos llevaron a postular la posible participacion de la regulacion de la subunidad
por la hipoxia en el precondicionamiento hipéxico en nuestro modelo celular. Para
estudiar esta posible contribucién se analiz6 la viabilidad del cultivo tras la isquemia en
células tratadas en normoxia con siRNA especifico para la subunidad p;. Se observé
gue el cultivo en estas condiciones presentaba una supervivencia celular frente a la
isquemia superior a la observada para las células en normoxia e inferior a las de las
células en hipoxia. Este resultado indicé que la represién a la baja de la subunidad p;
contribuye a aumentar la resistencia del cultivo frente a la isquemia y que esta
regulacién durante la hipoxia tiene un papel cardioprotector. Por lo tanto, la subunidad 3,

del canal maxi-K es uno de los genes regulados por HIF-2a que participan en el proceso
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de cardioproteccién. La represion de la subunidad p; por la hipoxia es una componente
del efecto global de la hipoxia sobre la supervivencia celular. De hecho, durante la
hipoxia se produce una modificacion del patron de expresiéon de numerosos genes, entre
los que se encuentra la subunidad p;. Por lo tanto es esperable que las células
preincubadas en hipoxia muestren una mayor viabilidad tras la isquemia que aquellas
preincubadas en normoxia en las que se ha silenciado la expresion de la subunidad f;.
En contraposicion a los resultados anteriormente expuestos se observé que en
células procedentes de ratones knock-out para la subunidad B, la viabilidad del cultivo
tras la isquemia era similar al observado en células procedentes de ratones silvestres.
La delecién del gen de la subunidad p; en estos animales se produce en el periodo
embrionario, y en ellos se ha observado el desarrollo de hipertension arterial e hipertrofia
cardiaca durante la edad adulta (Brenner et al., 2000; Pluger et al., 2000). Existen
evidencias de que la reducciéon funcional de la subunidad p; en el musculo liso se
relaciona con el desarrollo de la hipertension arterial (Amberg y Santana, 2003;
Fernandez-Fernandez et al., 2004). Parece claro que la hipertrofia observada en el
corazon de estos ratones no se debe a un efecto directo de la ausencia de la subunidad
B en este 6rgano, sino que es secundaria a la hipertension arterial y al posterior
remodelado vascular (Brenner et al., 2000; Pluger et al.,, 2000). El que no haya
diferencias en la viabilidad entre los cardiomioctios precedentes de ratones silvestres y
de ratones knock-out para la subunidad p; sugiere la posible existencia de mecanismos

de compensacion por parte de otras proteinas relacionadas con la supervivencia celular.

VIIl. PAPEL CARDIOPROTECTOR DEL CANAL MAXI-K. IMPORTANCIA
FUNCIONAL DE LA REPRESION DE LA SUBUNIDAD B; POR LA HIPOXIA
CRONICA.

Para conocer la funcion de una molécula es muy importante saber su localizacion.
Una de las cuestiones que aln estan por resolver es la de la localizacién subcelular del
canal maxi-K en el corazén. Hasta la fecha no se han detectado corrientes idnicas
debidas a la actividad de los canales maxi-K en la membrana plasmatica de los
cardiomiocitos. Aungue no existen anticuerpos fiables que detecten de forma inequivoca
a esta proteina en una preparacion de tejido cardiaco, estudios recientes basados en
datos farmacolégicos han sugerido una localizacion mitocondrial del canal maxi-K (Ohya
et al., 2005; Wang et al., 2008; Xu et al., 2002). En estos trabajos se muestran datos
electrofisiolégicos y se utilizan varios compuestos que, supuestamente, abren o

bloquean de forma selectiva los canales maxi-K localizados en la mitocondria. Estas
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evidencias son poco claras debido a varias causas. Por un lado no se puede descartar
una posible contaminacién de las preparaciones de mitocondrias con otras membranas,
por lo que las corrientes debidas a los canales maxi-K que se han detectado podrian
provenir de éstas, y no de la membrana mitocondrial interna de las células. Por otro
lado, existen varios trabajos en la literatura que ponen en duda la existencia de la
subunidad a del canal maxi-K en la mitocondria de los cardiomiocitos (Halestrap et al.,
2007). Ademas, se sugiere que gran parte de los efectos observados al aplicar los
diferentes compuestos que supuestamente afectan a los canales maxi-K, son
producidos por mecanismos desconocidos e independientes de la presencia de los
canales maxi-K (Cancherini et al., 2007; Debska et al., 2003; Halestrap et al., 2007). Por
tanto, la existencia del canal maxi-K en la membrana interna mitocondrial de los
cardiomiocitos es una posibilidad atractiva pero que permanece sujeta a debate.
Independientemente de lo expuesto en el parrafo anterior, se ha propuesto que la
activacion de los canales mitoKarp participan en diversos mecanismos cardioprotectores
(Kong et al., 2001; Liu et al., 1998). El flujo de potasio hacia la matriz mitocondrial que
sigue a la activacién de estos canales induce una leve despolarizacion de la membrana
de la mitocondria que a su vez inhibe la sobrecarga de calcio de la matriz mitocondrial
(Stowe et al., 2006; Wang et al., 2001). Este flujo de potasio produce ademas un ligero
aumento de la producciéon de ROS (Stowe et al., 2006) y del volimen de la mitocondria,
lo cual induce un incremento en la eficiencia de la producciéon de energia (Sato et al.,
2005; Stowe et al., 2006). De la misma manera, se ha observado que la apertura del
canal mitoKc, también participa en los precondicionamientos isquémico e hipdxico (Sato
et al., 2005; Shi et al., 2007; Stowe et al., 2006; Wang et al., 2004; Xu et al., 2002),
aunque parece gque ambos canales actlan de manera independiente (Sato et al., 2005).
Se ha observado que la activacion del canal maxi-K mediante la aplicacion de su
agonista, el NS-1619, induce cardioprotecciobn temprana y tardia en corazones
procedentes de ratén, aunque los mecanismos subyacentes a ambos tipos de
respuestas parecen ser diferentes (Wang et al., 2004). Ademds, se ha sugerido que la
activacion del canal inicia el mecanismo cardioprotector, en el que también participa el
poro de transicion mitocondrial (MPTP) (Cao et al., 2005). Recientemente, se ha
propuesto que la presencia de la subunidad p; del canal maxi-K es critica para que se
produzca la cardioproteccion inducida por el sildenafil, efectos mediados por la apertura
tanto de los canales mitoK,tp como de los mitoKc, (Wang et al., 2008). En este trabajo
los autores muestran que el silenciamiento génico de la subunidad p; mediante siRNA in
vivo sobre ratones abole el efecto cardioprotector del sildenafil. Aunque este estudio es

el primero en relacionar a la subunidad p, con la cardioproteccion, llama la atencion el
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gue estos autores no aborden el estudio directo del efecto de dicho silenciamiento
génico en la cardioproteccion.

La mayoria de los trabajos existentes centrados en el estudio del papel
cardioprotector del canal maxi-K se basan en la aplicacién de periodos cortos de
isquemia o hipoxia. Sélo algunos trabajos han estudiado el efecto de la hipoxia
sostenida sobre este canal y su implicacién en la cardioproteccién. En este sentido se
ha encontrado que la activacion del canal con un agonista, el NS-1619, no induce
cardioproteccion en corazones de conejos neonatales mantenidos en hipoxia, mientras
que si la produce en corazones provenientes de conejos norméxicos (Shi et al., 2007).
Sus autores postulan que durante la hipoxia crénica se produce una inhibicion de la
actividad del canal maxi-K sin que disminuyan los niveles de expresion de la subunidad
o. Puesto que en musculo liso la represion de la subunidad p; se acompafia de una
disminucion de la probabilidad de apertura del canal (Navarro-Antolin et al., 2005)
podemos asumir en cardiomiocitos una disminucién funcional del maxi-K durante la
hipoxia. Por lo tanto la represion de la subunidad B; en hipoxia podria ser la base
molecular de la disminucién funcional del canal observada en esta condicién
experimental.

A lo largo de este trabajo se ha abordado por primera vez el estudio del efecto de
la hipoxia crénica y severa sobre la regulacién génica del canal maxi-K en el corazén.
Los trabajos que han abordado el papel cardioprotector del canal maxi-K en el corazén
sostienen que la activacion del canal de forma aguda protege a las células del dafio por
isquemia/reperfusion. Por el contrario, nuestros resultados han indicado que la represion
de la subunidad B, por la hipoxia contribuye a aumentar la resistencia de las células
frente a un insulto isquémico. Puesto que una represion de la subunidad B, supondria
una disminucién en la activacion del canal, ambas observaciones aparentemente
pueden parecer contradictorias. Sin embargo, se ha de considerar que un episodio
hipoxico de larga duracién induce numerosos cambios a diferentes niveles en estas
células, entre los que se podria incluir un cambio en el estado de activacién del canal
maxi-K. La hipoxia crénica induce la despolarizacién del potencial de membrana
mitocondrial y un aumento de la concentracién de calcio en la matriz mitocondrial
(Honda et al., 2005), favoreciendo la activacién de los canales mitoKc,. Dada la gran
conductancia este canal, se podria especular que una apertura del mismo continuada en
el tiempo, como ocurriria durante la hipoxia crénica, podria producir un hinchamiento
excesivo que podria conllevar la rotura de la estructura vesicular de la mitocondria
(Garlid y Paucek, 2003). A su vez, se podria producir un aumento de la produccién de

ROS vy el colapso del potencial de membrana mitocondrial, los cuales promoverian la
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apertura del poro de transiciébn mitocondrial y la consecuente activacién de las vias que
conducirian a la muerte celular (necrosis y apoptosis) (Halestrap et al., 2007). Por lo
tanto la represion de la subunidad f; por la hipoxia crénica podria constituir un
mecanismo de adaptacién para la disminucion de la entrada de potasio a la mitocondria,
con el consiguiente aumento de la supervivencia en células en las que este organulo
esté despolarizado y sobrecargado de calcio. En el futuro, son necesarios nuevos

estudios para comprobar esta hipétesis y determinar con mayor precision el papel de la

subunidad B, en el precondicionamiento hipoxico.

Figura 46: Modelo de cardioproteccion inducida por la represion de la subunidad f;.
Durante la hipoxia crénica se produce la estabilizacion de HIF-2a y la regulacion transcripcional de
sus genes diana, entre los que se encuentra la subunidad f3;. La represién de la subunidad [3; daria

lugar a una disminucion funcional del canal maxi-K mitocondrial que reduciria el flujo de potasio hacia

la matriz mitocondrial. Como resultado se frenaria la despolarizaciéon excesiva y continuada en el
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tiempo de la mitocondria, con el consiguiente efecto cardioprotector.
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Independientemente del modelo de proteccion detallado anteriormente, la
existencia de un elevado nivel de expresién de la subunidad f; en la practica ausencia
de las subunidades o plantea mdltiples interrogantes acerca de cual es la funcién de la
subunidad B; en los cardiomiocitos. Como ya de ha comentado anteriormente, una de
sus funciones podria ser regular a la subunidad o del canal maxi-K, y los resultados de
este trabajo se han analizado principalmente considerando dicha posibilidad. Sin
embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos en nuestra preparacion con el sistema
“DUAL membrane” y con resultados obtenidos en otros laboratorios (ver apartado | de
esta “Discusion”), la subunidad B; del canal maxi-K puede interaccionar con otras
proteinas, entre ellas algunas mitocondriales, por lo que su funcién podria ser la
regulacién de la actividad mitocondrial, probablemente de la fosforilacion oxidativa. En
este sentido, se ha demostrado que en hipoxia HIF-1a no sélo induce la expresién de
enzimas glucoliticas, sino que también reprime la funcién mitocondrial y el consumo de
oxigeno mediante la induccion de la piruvato deshidrogenasa kinasa 1 (PDK-1)
(Papandreou et al., 2006). En este sentido podriamos especular con la posibilidad de
que la represion de la subunidad p; en hipoxia, pueda contribuir a la inhibicién de la
cadena de transporte electrénico y la consiguiente reduccién del consumo de oxigeno
observada en hipoxia. Se trataria de un mecanismo complementario al descrito por
Papandreou y colaboradores, mediado en este caso por HIF-2a. Aunque esta hipotesis
estd aun por estudiar, los resultados hasta ahora expuestos evidencian una estrecha
relacién entre HIF-20, la subunidad B, del canal maxi-K y la funcién mitocondrial, asi
como de la existencia de un mecanismo cardioprotector en respuesta a la hipoxia en el

gue participan estos tres elementos de manera integrada.
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Conclusiones

Las principales conclusiones de la presente investigacion ha sido las siguientes:

1. La expresion de la subunidad o del canal maxi-K es muy escasa o practicamente
nula en cardiomiocitos de rata neonatal. Sin embargo, estas células expresan
cantidades importantes de la subunidad f;, que es la subunidad auxiliar
predominante en el miocardio.

2. La hipoxia crénica produce una represién en la expresion de la subunidad B, del
canal maxi-K en cardiomiocitos ventriculares dispersos de rata neonatal. Esta
regulacién se observ6 también en preparaciones de cardiomiocitos dispersos de
ratén neonatal, por lo que posiblemente se trata de un fendmeno general que se
mantiene en diferentes especies.

3. La represion de la subunidad B, por la hipoxia no es un efecto cualitativamente
dependiente de la edad del animal, puesto que también se produce en tejido de
animal adulto.

4. Laregulacién de la subunidad B, por la hipoxia en células dispersas depende del
tiempo de exposicién a este estimulo, asi como del nivel de oxigeno en el medio.
Este efecto no se observo en tejido cardiaco de animales mantenidos en hipoxia
cronica.

5. En células dispersas la regulacién de la subunidad P, por la hipoxia se ejerce a
nivel transcripcional, requiere sintesis de novo de proteinas y no depende del
nivel de calcio extracelular.

6. Las especies reactivas del oxigeno participan en el mecanismo de represion de
la subunidad B, por la hipoxia.

7. Laregulacion de la expresion de la subunidad B, por la hipoxia en cardiomiocitos
ventriculares dispersos de rata neonatal depende de HIF-2a, no de HIF-1a. Se
trata de uno de los pocos ejemplos conocidos de represion mediada por el
sistema HIF durante la hipoxia.

8. La ausencia de glucosa, al igual que la hipoxia, tiene un efecto represor sobre la
expresion de la subunidad p;. Ambos estimulos aplicados simultdneamente
tienen, ademas, un efecto sumatorio sobre la regulacion de la expresion de la
subunidad f;.

9. La hipoxia crénica y severa aumenta la viabilidad de los cardiomiocitos
ventriculares dispersos de rata y ratén neonatales durante la isquemia simulada.
De esta manera la hipoxia “precondiciona” a estas células protegiéndolas durante
la isquemia. Este efecto protector del “precondicionamiento hipdxico” incrementa

con el tiempo de exposiciéon a la hipoxia.
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10.

11.

12.

El precondicionamiento hipéxico en cardiomiocitos ventriculares dispersos de
rata neonatal depende fundamentalmente de HIF-2a.

La represién por la hipoxia de la subunidad B, del canal maxi-K contribuye a
aumentar la resistencia de los cardiomiocitos frente a la isquemia. Dado que se
han descrito canales maxi-K en la membrana interna mitocondrial, la represién
de la subunidad p; podria actuar como mecanismo de freno para dificultar la
apertura de los canales de potasio y la consiguiente despolarizacién mitocondrial.
La subunidad B, del canal maxi-K es capaz de interaccionar con, al menos, dos
proteinas mitocondriales (subunidad 1 de la NADH-deshidrogenasa mitochondrial
(ND1) y subunidad 6 de la ATP-sintasa FO0), implicadas en la fosforilacién
oxidativa y pertenecientes a los complejos | y V de la cadena de transporte de
electrones de la mitocondria. Por lo tanto, la subunidad f; del canal maxi-K
podria desempefiar funciones distintas a las de modificar la actividad de la

subunidad o del canal maxi-K.
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|. PREPARACION DEL CULTIVO PRIMARIO DE CARDIOMIOCITOS DE RATA
NEONATAL.

Para el cultivo primario de cardiomiocitos ventriculares se utilizaron ratas o
ratones de hasta tres dias de edad (P0-P3). Tras la decapitacion de los animales, se
extrajeron los corazones y se limpiaron bajo la lupa en PBS frio (pH 7,4). Se
descartaron las dos auriculas y las valvulas aortica y pulmonar. Posteriormente, los
ventriculos fueron lavados en PBS frio y estéril en la campana de flujo laminar y
troceados con tijeras curvadas estériles hasta obtener fragmentos de aproximadamente
2 mm.

La dispersion del tejido se realizo enzimaticamente (Blondel et al., 1971) mediante
tripsinizaciones sucesivas (6 6 7 en total) de unos 20 min cada una a 37 °C en un bafio
con agitacién. Para ello se usé tripsina (SIGMA), la cual se diluyé desde su
concentracion inicial (10X, equivalente a 25 g/l 6 2,5 % p/v) hasta 1X en PBS estéril (2,5
g/l 6 0,25 % p/v) para su utilizacion. Tras cada tripsinizacion, las fracciones dispersas se
fueron retirando con pipeta automética a otro tubo, y al tejido adn no digerido se le
afadio tripsina fresca, continuando la dispersion de la misma manera.

A las fracciones dispersas se les afiadié suero bovino fetal (FBS) para inactivar la
tripsina. Posteriormente se centrifugaron a temperatura ambiente durante 5 min a 1.500
rpm. El precipitado de células resultante se resuspendié en FBS, y cada fraccion asi
obtenida se mantuvo en el incubador (95 % aire y 5 % CO,, a 37 °C) hasta la dispersion
completa del tejido.

Una vez disperso el tejido, se unieron todas las fracciones y se volvieron a
centrifugar durante 8 min hasta obtener un precipitado compacto de células. Dicho
precipitado se resuspendié en medio completo para cardiomiocitos con la siguiente
composicion: DMEM y M199 en relacion 4:1 (en volimen) suplementado con 10 % de
suero de caballo (HS) y 5 % de FBS, penicilina (10 U/mL), estreptomicina (10 U/mL) y L-
glutamina (2 mM). Posteriormente las células se sembraron, manteniéndose durante 1 h
en el incubador (pre-siembra). Esta pre-siembra se realizé con el fin de eliminar los
fibroblastos del cultivo, pues este tipo celular se adhiere méas rapidamente a la placa que
los cardiomiocitos (Polinger, 1970). A continuacion, se recogieron las células no
adheridas a la superficie de la placa, cardiomiocitos en su mayoria, y se contabilizaron
en la cAmara de Neubauer. Simultaneamente, se realiz6 el test de viabilidad mediante
tincion con azul tripan. Las células se sembraron en placas de cultivo a una densidad
aproximada de 1,3-1,5 millones de células vivas totales para las placas de 3,5 cm de

diametro y de 3-3,5 millones para las placas de 6 cm.
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Las placas de cultivo se mantuvieron en el incubador y el medio se sustituy6 a los
dos dias con el fin de eliminar los cardiomiocitos muertos (no adheridos a la superficie
de la placa). Los experimentos se realizaron a partir del tercer dia de cultivo y duraron
48 h como maximo, puesto que a tiempos superiores los fibroblastos comenzaban a
proliferar en los cultivos. De esta manera se obtuvieron cultivos de alta pureza en
cardiomiocitos ventriculares (90-95 % de las células del cultivo), como se pudo

confirmar por experimentos de hibridacion in situ que se detallan mas adelante.

Il. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR.

I1.1. Hibridacién “in situ” no radiactiva.

Los experimentos de hibridaciéon in situ se realizaron con sondas de RNA
marcadas con UTP-digoxigenina en preparaciones de cardiomiocitos ventriculares

dispersos de rata neonatal y sembrados sobre fragmentos de cubreobjetos.

I1.1.1. Sintesis de la sonda.

La sintesis de RNA se llev6 a cabo por transcripcién in vitro a partir de plasmidos
linearizados (pBluescript) que contenian secuencias parciales de cDNA de los genes de
la cadena ligera de la miosina tipo 2 auricular (MLC-2a) y ventricular (MLC-2v). Estos
pladsmidos se linearizaron con enzimas de restriccion (Ava Il para el plasmido pBS-MLC-
2ay Sma | para el plasmido pBS-MLC-2v), y a continuacién se generaron las sondas
antisentido. La reaccién de transcripcién se llevé a cabo durante 2,5 h a 37 °C con 2 ug
de DNA molde, en presencia del tampén de la RNA polimerasa, 10 U de la enzima RNA
polimerasa T7 (PROMEGA), 10 mM de DTT, 50 U RNasa Out (INVITROGEN) y una
mezcla de 1 mM rNTPs que contenia uridina marcada con digoxigenina [Digoxigenina-
11-uridina-5'-trifosfato, (ROCHE)]. Después de la transcripcién, la sonda se traté con 20
U de DNasa | (INVITROGEN) durante 15 min a 37 °C. A continuacion, se precipité con
30 uyg de RNA de la levadura Torula (SIGMA), 100 mM de cloruro de litio (LIiCl) y 2
voliimenes de etanol 100 % durante toda la noche a -20 °C. Tras centrifugar a 4 °C
durante 30 min a 16.000 g, el RNA marcado se lavé con etanol 70 % (v/v) libre de
nucleasas y se volvié a centrifugar durante 30 min a 16.000 g. Posteriormente se
elimin6é el sobrenadante y se resuspendié en 20 yl de H,O-depc (agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,01 % (v/v) para eliminar las ribonucleasas

contaminantes).
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I1.1.2. Procedimiento.

Los cardiomiocitos en cultivo se fijaron en paraformaldehido al 4 % (p/v) disuelto
en PBS—depc durante 20 min. Posteriormente, se procedié a hidratar las células
incubandolas en primer lugar en etanol 70 % durante 30 min y en segundo lugar en
etanol 50 % otros 30 min. Este tratamiento contribuyé a permeabilizar las membranas
celulares. Tras dos lavados de 5 min cada uno en PBS-depc las células se incubaron
durante 2 min a 37°C en PBS-depc con 10 pg/ml proteinasa K (ROCHE), para digerir
parcialmente las proteinas celulares y aumentar la accesibilidad de la sonda.
Seguidamente, las células se trataron con PBS-depc conteniendo glicina al 2 % (p/v)
durante 3 min y se lavaron dos veces en PBS-depc durante 5 min. Posteriormente, las
células se volvieron a fijar en PBS-depc con paraformaldehido al 4 % (p/v) y
glutaraldehido al 0,2 % (v/v), y tras 15 min de tratamiento en esta solucion las células se
volvieron a lavar dos veces durante 5 min en PBS-depc. Seguidamente, las células se
incubaron durante 1 h a 57 °C en una solucidén de prehibridacién con la siguiente
composicion: 50 % formamida desionizada, 750 mM NacCl, 75 mM citrato sédico, 2 %
reactivo de bloqueo (BOEHRINGER), 0,1 % triton X-100 (SIGMA), 0,1 % detergente
CHAPS (SIGMA), 1 mg/ml RNA de la levadura Torula (SIGMA), 50 pyg/ml heparina
(SIGMA) y 5 mM EDTA. Posteriormente, se sustituyo la solucion de prehibridacion por la
de hibridacién, nueva solucién de prehibridacién que contenia la sonda previamente
desnaturalizada durante 10 min a 70 °C. La concentracién 6ptima de hibridacién tanto
para la sonda MLC-2a como para MLC-2v fue de 1:1.000 (v/v). La incubacion con la
sonda se prolongé durante toda la noche a 57 °C. Pasado este tiempo se realizaron 2
lavados de 30 min cada uno sobre un termobloque a 57 °C con la solucion de lavado [2x
SSC y formamida al 50 % (v/v) a pH 4,5] precalentadas a esa temperatura, seguidos de
dos lavados en PBS-depc a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente se
incubaron las células en solucién de bloqueo, compuesta por KTBT [tampdn Tris-HCI 50
mM a pH 7.5, Tritén X-100 al 0,3 % (v/v), NaCl 150 mM, KCI 10 mM] suplementado con
suero neonatal bovino al 20 % (v/v) y reactivo de bloqueo al 0,7 % (p/v), durante 30 min
a temperatura ambiente. Durante el bloqueo, se procedi6 a la preabsorcion del
anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (ROCHE) en solucion con
polvo de cerebro. Dicha suspension de polvo de cerebro se preparé mediante trituracién
con ayuda de un micropistilo (EPPENDORF) de 3 mg de polvo de cerebro en 1 ml de
KTBT, e incubando la mezcla durante 30 min a 70 °C. Tras el enfriado de la misma se
afadi6 el anticuerpo anti-digoxigenina a una concentracion de 2:1.000 (v/v) y se incubé

durante 1 h a 4 °C (preabsorcién). A continuacién, se centrifugd durante 5 min a 10.000
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rom a 4 °C y el sobrenadante se afadié a la soluciéon de bloqueo, de forma que el
anticuerpo quedase a una concentracion final de 1:1.000 (v/v). Las células se incubaron
con el anticuerpo anti-digoxigenina preabsorbido en polvo de cerebro durante 1 h a
temperatura ambiente, y posteriormente se procedi6é a los lavados en KTBT (dos de 5
min y de 3 de 10 min), seguidos de 3 lavados de 5 min en tampén NTMT [100 mM Tris-
HCI pH 9,5, 1 mM levamisol (inhibidor de la fosfatasa alcalina enddgena; SIGMA), 0,1 %
Tween 20, 50 mM MgCl, y 100 mM NacCl] a temperatura ambiente. El revelado se llevo
a cabo mediante incubacion durante toda la noche a temperatura ambiente en una
solucién de revelado [225 pyg/ml de NBT y 115 pg/ml de BCIP (BOEHRINGER), en
NTMT] y protegido de la luz. La fosfatasa alcalina conjugada al anticuerpo, en presencia
de BCIP, transforma el cromégeno NBT en un precipitado de color azul. Una vez
visualizada la sefial, se detuvo la reaccion lavando 3 veces durante 5 min con KTBT, y
luego 2 veces durante 5 min con PBS-depc. Los cubres se conservaron a 4 °C en PBS-
depc con 0,02 % azida sddica hasta su montaje o se montaron directamente sobre
portaobjetos en posicién invertida sobre 2-3 ml de reactivo de montaje fluorescente
DakoCytomation (DAKO). El resultado de la hibridacién in situ se visualizé en un
microscopio con 6ptica de Nomarsky (OLYMPUS) y se fotografiaron con una camara
CCD (OLYMPUS).

I1.2. Extraccion de RNA total.

Para extraer RNA total de cardiomiocitos en cultivo se utilizé el kit Nucleospin
RNA Il (MACHEREY-NAGEL), basado en la purificacion del RNA por columnas de
afinidad. Este protocolo incluia un paso de digestion con DNasa | para eliminar el DNA
gendmico presente en la preparacion. El RNA se eluy6 en H,O-depc y posteriormente
se precipité afiadiéndole 1:10 (v/v) de acetato sédico 3 M pH 5,2 y 2,5 volumenes de
etanol 100 % e incubandolo toda la noche a -20 °C. Tras la centrifugacion, el precipitado
de RNA resultante se lavo con etanol 70 % y se resuspendio en H,O-depc.

El RNA de tejidos como corazon, cerebro o aorta se extrajo con el reactivo Trizol
(INVITROGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Dichos tejidos fueron siempre
congelados en nitr6geno liquido para mantener la integridad de los mismos y para
facilitar su ruptura tras la descongelacién. El tejido fue homogenizado en el reactivo con
la ayuda de un homogenizador (PT4.000; POLYTRON). Posteriormente se realiz6 una
centrifugacion para eliminar los restos de tejido, seguido de una extraccion con
cloroformo y una extraccion adicional con fenol-cloroformo para aumentar la limpieza de

la muestra. La precipitacion del RNA se realizé afiadiendo isopropanol 1:1 (v/v) e
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incubando durante 10 min a temperatura ambiente, después de lo cual se procedi6 a
centrifugar el RNA. Tras un lavado con etanol 70 % el RNA se resuspendié en H,O-
depc. La concentracion de RNA de las muestras obtenidas con ambos métodos fue
determinada utilizando un espectrofotometro (DU640; BECKMAN), con el que se midio
la densidad éptica de las muestras a 260 nm. La calidad del RNA se comprobéd
mediante la relacién entre las densidades 6pticas a 260 y 280 nm y visualizando el RNA
ribosémico en un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio. En el caso del RNA
procedente de tejidos, tras la cuantificacion fue necesario un tratamiento con DNasa |
pancreética bovina (INVITROGEN), a fin de eliminar el DNA gendmico presente en la
preparacion.

Todas las muestras de RNA asi obtenidas se conservaron a —80 °C.

11.3. Northern blot.

Esta técnica permite la deteccion del RNA mensajero con sondas marcadas
radiactivamente con *’P que presentan una secuencia complementaria a la del
mensajero a estudiar. En nuestro caso se usaron sondas de cDNA para detectar los

mensajeros de la subunidad f; del canal maxi-K y de la ciclofilina.

I1.3.1. Generacién de las sondas.

La sonda para el mensajero de la subunidad f3; del canal maxi-K se obtuvo a partir
de una PCR convencional con cDNA de cardiomiocitos de rata en cultivo. Para esta
PCR se utilizé la pareja de oligos 449-JN4 (Tabla 2), con los que se obtuvieron dos
amplicones, uno de 450 pb y otro de 250 pb, correspondientes a variantes de splicing
de este gen. Posteriormente se procedié a la purificacibn en gel de agarosa del
fragmento de 450 pb, que corresponde a la variante de splicing mas frecuente en
nuestra preparacién), con el Accuprep Gel Purification Kit (BIONEER).

La sonda para el mensajero de la ciclofilina se obtuvo a partir de la digestién con
EcoRI y Hindlll del plasmido psP65-CF, y posterior purificacién en gel con el Accuprep
Gel Purification Kit (BIONEER). Esta sonda se utilizo para controlar la carga de RNA en
los genes, pues el mensajero de la ciclofilina se expresa de manera constitutiva.

A continuacién se cuantificaron los cDNAs asi obtenidos y aproximadamente 25
ng de los mismos se marcaron radiactivamente con 50 uCi de 5a->’P]JdCTP (3.000
mCi/mmol) mediante el empleo del kit de marcaje Rediprime Il random prime labelling
system (AMERSHAM BIOSCIENCES) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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El exceso de nucle6tidos no incorporados se elimind por filtracién en columnas lllustra
Microspin S-400 HR Columns (GE HEALTHCARE).

11.3.2. Procedimiento.

Se utilizaron 20 yg de RNA total procedente de cada condicién experimental, los
cuales se desnaturalizaron durante 5 min a 65 °C en una solucion que contenia 1x
MOPS, 10 % formaldehido (SIGMA) y 50 % formamida desionizada (FLUKA). Tras una
incubacion posterior en hielo de 5 min se afiadi6 tampén de carga (0,05 % Azul de
Bromofenol, 50 % gliceroly 1 % SDS) y 1 mg de bromuro de etidio.

A continuacion, se sometieron a electroforesis en un gel desnaturalizante al 1 %
de agarosa en tampén MOPS 1x con 5,5 % formaldehido. La electroforesis se llevo a
cabo en tampén MOPS 1x durante 4-5 h a un voltaje que se eligié en base al tamafio
del gel; por cada cm? de gel se aplicaron 5 V. Una vez terminada la electroforesis el gel
se sumergié durante 15 min en agua a 65 °C para eliminar el formaldehido.
Posteriormente el gel se incub6 otros 15 min a temperatura ambiente en una solucién
de NaOH (10 mM NaCl y 100 mM NaOH), y seguidamente se realizé otra incubacién de
15 min a temperatura ambiente en una solucién 10 mM Tris pH 8. Se concluyé con 2
lavados de 20 min en el tampén de transferencia (20x SSC, pH 6,2).

Seguidamente el gel se transfirié por capilaridad a membranas de nylon cargadas
positivamente Hybond-N+ (AMERSHAM BIOSCIENCES). Pasado este tiempo, las
membranas se expusieron a un pulso de luz UV (SPECTRONICS CORPORATION) de
120 mj/cm? decreciente durante 1 min. Las membranas se conservaron a temperatura
ambiente protegidas entre papel de filtro hasta su uso.

Las membranas con las muestras de RNA se sometieron a prehibridacién durante
2 h a42°C en la solucién de hibridacién comercial Ultrahyb (AMBION) y posteriormente
se incubaron toda la noche a 42 °C en la solucion de hibridacion. Dicha solucion
contenia la sonda desnaturalizada mediante incubacion durante 5 min a 95 °C.
Transcurrido ese tiempo, se procedié al lavado de las membranas para eliminar el
exceso de sonda. Se efectuaron dos lavados de 5 min cada uno a temperatura
ambiente y dos lavados de 15 min a 42 °C con 2x SSCy 0.1 % SDS.

La exposicibn de las membranas a las placas radiograficas se realizé a
temperatura ambiente con pantallas intensificadoras durante tiempos variables. Para
cuantificar la intensidad de las bandas marcadas, se utilizd el sistema de deteccion
Typhoon 9.400 Variable Mode Imager (AMERSHAM BIOSCIENCES) y las imagenes
obtenidas se analizaron mediante el programa ImageQuant (AMERSHAM
BIOSCIENCEYS).
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II.4. Retrotranscripcion.

Las muestras de RNA fueron sometidas a una reaccién de retrotranscripcién o
transcripcidn inversa para su posterior analisis por PCR. La reaccién se llevo a cabo a
partir de 2-4 yg de RNA total usando la enzima de retrotranscripcion, SuperScript I
RNAse H (INVITROGEN). El RNA total se incub6 con una mezcla de 50 ng de
hexanucledtidos aleatorios y 1 mM de dNTPs, durante 5 min a 65 °C. Posteriormente se
afadieron a la mezcla, 5 mM MgCl,, 10 mM DTT, 40 U de inhibidor de RNasas y 50 U
de enzima SuperScript Il. Esta mezcla se incub6 a 25 °C durante 15 min, después a 42
°C durante 50 min y por ultimo se inactivaron las enzimas incubando a 72 °C durante 15

min. El cDNA asi obtenido se conservé a -20 °C.

I1.5. PCR convencional.

La reaccion se llevo a cabo en un volumen de reaccion de 50 ul en presencia de
tampon de la polimerasa EcoTaq 1x (ECOGEN), MgCl, 1 mM (ECOGEN), 0,2 mM
desoxinucleotidos trifosfato o dNTPs (INVITROGEN), 10 pmoles de cada
oligonucleétidos (“sentido” y “antisentido”) y 1 U de la DNA polimerasa EcoTaq
(ECOGEN). La reaccion se realizé usando 0,5-1 pl de cDNA en termociclador
(BIOMETRA).

El protocolo de amplificacion fue el siguiente: 3 min a 94 °C, seguidos de 35 ciclos
de amplificacién cada uno de ellos consistente en 30 seg de desnaturalizacion a 94 °C,
30 seg de renaturalizacién a 58 °C y 1 min de polimerizacién a 72 °C. Posteriormente
las muestras se incubaron 10 min a 72 °C y finalmente se mantuvieron a 4 °C hasta que
se analizo su resultado mediante la visualizacion de los productos de la reaccion en gel
de agarosa.

La secuencia de los oligonucleétidos utilizados se muestran en la Tabla 2. Los
oligonucleétidos se disefiaron utilizando el programa Primer Express (APPLIED-
BIOSYSTEMS).
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Tabla 2: Oligonucleétidos utilizados en los ensayos de PCR convencional.

Nombre Gen Tipo Secuencia (5'a 3")
449 Subunidad B1 Sentido AGGAATCCACCTGTCACTTGGT
JN4 Subunidad B1 Antisentido CCATGCTGCTGTGCAGAAGA
472 Subunidad B1 Sentido TGTGCTCAGACTTGACCATGTTT
473 Subunidad B1 Antisentido CCATGCTGCTGTGCAGAAGA
. CGGGAATTCACCATGACCTCCTGGACAAAA
ML-36 Subunidad B2 Sentido
GG
. . . GCCGAATTCTTCTGTGTGGTAGAGGAGGAG
ML-37 Subunidad B2 Antisentido or
. CGGGAATTCATGACAGCCTTTCCTCGGTCA
ML-54 Subunidad B3 Sentido G
ML-55 Subunidad B3 Antisentido CGGGAATTCGGGATTTATCTGGACAGCCTC
. CGGGAATTCATGGCGAAGCTCAGGGTGTCT
ML-31 Subunidad B4 Sentido
TAC
ML-32 Subunidad B4 Antisentido CGGGAATTCTTAAGAGAACTTGCGTTTCTTC
Ppia-1-51 Ciclofilina Sentido GTCTCTTTTCGCCGCTTGCTG
Ppia-1-31  Ciclofilina Antisentido GCTCATGCCTTCTTTCACCTTCC

I1.6. PCR cuantitativa (qPCR).

La amplificacion del DNA en una reaccidn de PCR tiene tres fases bien
diferenciadas: exponencial, lineal y de meseta. La monitorizacién de dichas fases en
tiempo real es posible mediante el empleo de fluorocromos como el SYBR Green
(APPLIED-BIOSYSTEMS); esta molécula se intercala en el surco menor de la doble
hélice de DNA y fluoresce cuando es irradiada con luz ultravioleta.

La cuantificacion por PCR a tiempo real (qQPCR) se basa en el hecho de que,
durante la fase exponencial de la reaccién, la cantidad de DNA amplificado es
directamente proporcional a la cantidad de DNA molde inicial. El parametro principal que
nos va a permitir la cuantificacion es el denominado “Ct” (Threshold Cycle), el ciclo en el
cual comienza a detectarse la amplificacion del DNA.

Para analizar diferencias de expresion de un gen en una preparacion sometida a
diferentes condiciones experimentales se realiza una cuantificacion relativa. En este tipo
de cuantificacion el descenso o aumento de expresion del gen de interés en una

situacion problema es referida a la de la situacién control, calculdndose con el método
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del AACt. Dicho método esta basado en el calculo, en primer lugar, del ACt de las
condiciones problema y control. El ACt es la diferencia entre el Ct del gen de interés y el
Ct de un gen de expresion constitutiva (que se usa para normalizar), en la misma
condicién experimental. Seguidamente se calcula el AACt, o diferencia entre los ACt en

las condiciones problema y control. Para terminar, mediante la formula N= 224

se
calcula el nimero de veces que el gen de interés cambia en la condicion problema
respecto a la condicion control (N). El método del AACt sélo puede ser utilizado si la
eficiencia de la amplificacion de los genes de interés y de expresion constitutiva es
similar. Para determinar la eficiencia de la PCR se construyen las rectas patrén para
cada gen usando diluciones seriadas de cDNA. Una amplificacion 6ptima es aquella en
la que la recta patrén presenta una pendiente de -3,32 y un coeficiente de regresion R
mayor de 0,97. Para emplear el método de cuantificacion relativa AACt las rectas patrén
del gen problema y el gen constitutivo han de ser semejantes (pendientes con una
diferencia inferior a 0,3).

Las reacciones de PCR cuantitativa se realizaron en los sistemas ABI Prism 7.000
y 7.500 Sequence Detection System (APPLIED-BIOSYSTEMS). El protocolo optimizado
de PCR, segun las recomendaciones del fabricante, consistié en una primera fase de 10
min a 95 °C y una segunda con 40 ciclos de 15 seg de desnaturalizacion a 95 °C y 1
min de amplificacién a 60 °C.

Los oligonucleédtidos se disefiaron con el programa Primer Express (APPLIED-
BIOSYSTEMS). Cada pareja de oligonucleétidos fueron disefiados para generar un
amplicon de no mas de 150-200 nucledtidos, tal y como recomienda el fabricante para
una Optima eficiencia de la reaccion. En la Tabla 3 se muestra un listado de los
oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de los diferentes genes analizados.

Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado en un volumen total de 30 pl
qgue contenia 15 pl de Master mix SYBR Green (APPLIED-BIOSYSTEMS), 150-300 nM
de oligonucleétidos especificos, y 0,1-1 ul de cDNA.

Tras el protocolo de amplificacion, se incluyé un paso adicional que consistio en
un aumento progresivo de la temperatura de 60 a 95 °C para obtener la “curva de
disociaciéon”. Con este protocolo se obtiene la temperatura de disociacion o Tm
(Temperature of melting) del fragmento de DNA amplificado. La curva de disociacién
permite, por un lado, comprobar si la Tm obtenida se corresponde con el valor teorico
para el amplicén y, por otro, diferenciar los productos especificos de la amplificacion de
los primer-dimers. En todos los experimentos realizados se comprobd que las curvas de
disociacion mostrasen un pico Unico de fluorescencia y que coincidiera con el valor

teorico de la Tm para cada fragmento amplificado.
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Tabla 3: Oligonucleétidos utilizados en los ensayos de PCR cuantitativa.

Tipos de oligonucledtidos: (S) Sentido; (AS) Antisentido.

Nombre Gen Especie Tipo Secuencia (5’a 37)

JN3 Subunidad g;  Rata S TCATTGCCATGGTAAAGCTCAA

JIN4 Subunidad B;  Rata A CCATGCTGCTGTGCAGAAGA

450 Subunidad g;  Ratén S TGCTGTATCACACGGAAGACACT
451 Subunidad g;  Ratén A GATATAGGAGCACTGTTGGTTTTGATC
HIF-1-RTf  HIF-1a Rata S ACACGAGCTGCCTCTTCGA
HIF-1-RTr  HIF-1a Rata A CAGCCGCTGGAGCTAGCA

HIF-2-RTf  HIF-2a Rata S GCAGATGGATAACTTGTACCTGAAAG
HIF-2-RTr  HIF-2a Rata A CAGCCGCTGGAGCTAGCA

424 HIF-3a Rata S ACCCTGACACTCCGGACTTG

425 HIF-3a Rata A GGAGTTGAGCTGGAAGTCATCAT
439 VEGF Rata S TCCTGGAGCGTTCACTGTGA

440 VEGF Rata A CACGTCTGCGGATCTTGGA

420 HO-1 Rata S CGTGCTCGCATGAACACTCT

421 HO-1 Rata A GGAAGGCGGTCTTAGCCTCTT

LG-7 18S rARN Rata y raton S AACGAGACTCTGGCATGCTAACTA
LG-8 18S rARN Rata y raton A GCCACTTGTCCCTCTAAGAAGTTG

II.7. Genotipado de los ratones knock-out para la subunidad ;.

El genotipo de estos animales se analiz6 por PCR convencional en la que se

utilizé como molde DNA gendmico.

11.7.1. Extraccion de DNA gendmico.

Las extracciones de DNA genomico se realizaron bien a partir de los deditos que
se le cortan a los ratones para marcarlos (el dia P10), 6 bien utilizando un trocito de
cola. Los tejidos se conservaron a —20 °C hasta su utilizacién. A cada fragmento de
tejido se le afadieron 200 ul del tampén Direct PCR (Tail) (VIAGEN) y 60 ug de
proteinasa K (ROCHE). Las muestras se incubaron a 55 °C en agitacion durante 3 h

utilizando un termoagitador Thermomixer Comfort (EPPENDORF). Posteriormente se
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procedid a incubar los lisados a 85 °C durante 45 min sin agitacion, con el objeto de
inactivar la proteinasa K. A continuacion, las muestras se centrifugaron durante 2 min a
velocidad maxima, para eliminar los restos de tejido o pelo de los animales. Los

sobrenadantes se conservaron a -20 °C hasta su utilizacion.

I1.7.2. PCR convencional.

La reaccion se llevo a cabo en un volumen de reaccion de 50 ul en presencia de
tampon de la polimerasa EcoTaq 1x (ECOGEN), MgCl, 2,5 mM (ECOGEN), 0,25 mM
dNTPs (INVITROGEN) y 1 U de la DNA polimerasa EcoTaq (ECOGEN). Se utilizaron
los oligonucleétidos BKMB 11s (100 pmoles), BKMB 17s (50 pmoles) y BKMB 3a (12,5
pmoles). Las secuencias de los oligonucleoétidos utilizados se muestran en la Tabla 3.
La reaccién se realiz6 usando 1-2 uyl de DNA gendémico en un termociclador
(BIOMETRA). El protocolo de amplificacion fue el siguiente: 2 min a 93 °C, seguidos de
35 ciclos de amplificacion cada uno de ellos consistente en 30 seg de desnaturalizacién
a 93 °C, 30 seg de renaturalizacion a 58 °C y 45 seg de polimerizacion a 72 °C.
Posteriormente las muestras se incubaron 10 min a 72 °C y finalmente se mantuvieron a
4 °C hasta que se analiz0 su resultado mediante la visualizacion de los productos de la
reaccion en gel de agarosa. Con los oligonucle6tidos BKMB 11s y BKMB 3a se detectd
el fragmento silvestre, de 719 pb. En cambio, la ausencia del gen de la subunidad B,
generd un fragmento de 372 pb, detectado por los oligonucleétidos BKMB 11s y BKMB
17s.

Tabla 4: Oligonucleétidos utilizados para el genotipado de los ratones knock-out para la

subunidad 1.

Nombre Secuencia (5’a 37)

BKMB 11s GCTGAAACTCTGAAGCTACTC
BKMB 17s GCTATGAGGCAACTAAACAGG
BKMB 3a CACAGCTGATACATTGACCC

11.8. Western blot.

Para este tipo de experimentos los cardiomiocitos neonatales de rata se
sembraron en placas de cultivo de 6 cm de diametro con una confluencia aproximada de

un 80 %. Tras los distintos tratamientos experimentales las placas fueron lavadas con
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PBS frio a pH 7,4 y las células recogidas y centrifugadas durante 5 min a 1.000 rpm a 4
°C. El pellet de células resultante fue resuspendido en un tampon de extraccion de
proteinas con la siguiente composicién: 50 mM HEPES pH 7,3 (ajustado con KOH), 5
mM EDTA pH 8, 250 mM NaCl, 5 mM DTT, y 0,2 % NP-40. Justo antes de la extraccion
de proteinas el tampdn fue suplementado con un cocktail de inhibidores de proteinas
(SIGMA) a una concentracion final de 1/100, y ortovanadato sédico (NasVO,) y fluoruro
de fenilmetil sulfonilo (PMSF) a una concentacion final de 1 mM. Tras 5 min en hielo las
muestras se homogenizaron y centrifugaron a velocidad maxima (13.000 rpm) a 4°C
durante 15 min. La concentracion de proteina que contenia el sobrenadante resultante o
el extracto total de proteinas fue posteriormente cuantificado por el método de Lowry,
utilizando el kit DC Protein Assay (BIORAD) siguiendo las instrucciones del fabricante.

50 pg de proteina total de los lisados de células se desnaturalizaron
posteriormente mediante hervido durante 5 min, y se sometieron a electroforesis en gel
desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE), utilizando el sistema Mini-protean
(BIORAD). La electroforesis se realizé en un tampén de electroforésis Tris 25 mM,
glicina 192 mM y SDS al 0,1 % a un voltaje de 150 mV.

Los geles se transfirieron a membranas de PVDF previamente activadas con
metanol en una sistema de transferencia semi-seca (SIGMA) durante 2 h y utilizando
una solucién de transferencia Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20 % (v/v). El
amperaje en miliamperios se escogi6 en base al area en cm® de la membrana y
multiplicando este valor por un factor de 1,2.

Posteriormente se procedid al bloqueo de la membrana, que se realiz6 en PBS
suplementado con Tween-20 al 0,05 % (PBTween-20) y leche desnatada en polvo al 5
%. Tras 2 h de bloqueo las membranas se incubaron durante toda la noche a 4 °C en
solucién bloqueante con el anticuerpo primario a la dilucién éptima (Tabla 5). En el caso
de los primarios de a-tubulina y p-actina la incubacién del anticuerpo primario se realizé
durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente las membranas se lavaron 4 veces
en PBTween-20 durante 5 min e incubaron 1 h a temperatura ambiente en solucion
blogueante con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa a la dilucién 6ptima
(Tabla 5). Tras 4 lavados de 5 min en PBTween-20 se procedié al revelado por
guimioluminiscencia utilizando el kit ECL PLUS Western Blot Detection System (GE
HEALTHCARE).
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Tabla 5: Anticuerpos utilizados para el andlisis de proteinas mediante Western-blot.

Tipo de anticuerpo Proteina detectada Casa comercial Dilucién 6ptima
primario HIF-1a CAYMAN 1:500

primario HIF-2a ABCAM 1:1.000
primario a-tubulina SIGMA 1:10.000
primario B-actina ABCAM 1:5.000
secundario IgG conejo PIERCE 1:10.000
secundario IgG raton AMERSHAM 1:10.000

11.9. Interferencia por RNA.

La interferencia por RNA es un mecanismo de silenciamiento génico post-
transcripcional que constituye un mecanismo de defensa frente a virus de doble cadena
en las células eucariotas. Se describié por primera vez en plantas e invertebrados (Fire
et al., 1998), aunque también estd presente en mamiferos. Se trata por lo tanto de un
mecanismo de aparicion ancestral que se ha conservado en la evolucién; pese a su
reciente descubrimiento se piensa que aparecié antes de que ocurriera la divergencia
entre plantas y animales.

El proceso general de interferencia en plantas e invertebrados se inicia con la
activacion de la endonucleasa Dicer (Bernstein et al., 2001), que reconoce como
extrafio al RNA del virus que infecta la célula al presentar doble cadena. Esta enzima
corta el duplex de RNA en fragmentos de 21 a 23 pb, los RNAi (RNA de interferencia) o
siRNA (small interfering RNA), que son reconocidos por un complejo protéico
denominado complejo silenciador inducido por RNA 6 RISC (RNA-Induced Silencing
Complex). Este complejo, formado por helicasas y nucleasas, separa las cadenas de los
siRNA, los hibrida con el mRNA diana de secuencia complementaria a los siRNA y corta
selectivamente dicho mRNA. Este posteriormente es degradado completamente por
otras nucleasas celulares. El proceso puede amplificarse gracias a la actividad
polimerasa de la enzima Dicer, que puede generar nuevos RNA de mayor longitud y de
doble cadena a partir de los siRNA, haciendo que el silenciamiento del transcrito diana
sea altamente eficiente.

En células diferenciadas de mamifero los RNA de 21 a 23 pb cumplen una funcion
reguladora de la transcripcion de numerosos genes, produciendo generalmente
represion de los mismos. Dichos RNA se transcriben de forma policistronica en los

denominados microRNAs (miRNA), que posteriormente son procesados hasta los RNA
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funcionales. Una vez generados inducen la formacién del complejo RISC y el
consiguiente silenciamiento génico. Este proceso de interferencia por RNA especifico de
secuencia se puede activar mediante la introduccién exoégena de siRNA sintéticos, los
cuales inducen la formaciéon del complejo proteico RISC. Gracias a este hecho en la
actualidad el uso de estos siRNA sintéticos para producir silenciamiento génico se ha

convertido en una potente herramienta en biologia molecular.

11.9.1. Procedimiento.

Para el tratamiento con siRNA los cardiomiocitos de rata se sembraron a una
confluencia aproximada del 80 %. En la tabla 6 se detallan las secuencias de los oligos
sentido y antisentido que anillados conforman los siRNA utilizados para silenciar los
genes de HIF-1a (AMBION), HIF-2a (SIGMA) y la subunidad p; del canal maxi-K
(AMBION).

El método utilizado para transfectar las células fue la lipofeccién, para la cual se
utilizé el reactivo lipofectamina RNAIMAX (INVITROGEN), especifico para interferencia
con RNA. La composicién del medio de cultivo fue modificada en este tipo de
experimentos: a fin de reducir la proliferacion de fibroblastos en los cultivos se redujo a
la mitad la cantidad de suero (5 % de HS y 2,5 % de FBS) y se eliminé el antibiético, el
cual inhibe el proceso de lipofeccion.

Siguiendo las especificaciones del fabricante, se optimizaron las cantidades de
lipofectamina y de siRNA para cada gen a silenciar, asi como el tiempo de interferencia.
De esta manera se determiné que la cantidad 6ptima de lipofectamina era 1 pl por cada
ml de medio final y el tiempo de transfeccién era de entre 24 y 48 h, siendo las 24 h
donde se alcanzaba para todos los siRNA el méaximo nivel de interferencia. Las
concentraciones finales de los siRNA utilizados fueron 25 nM para silenciar HIF-1a y
HIF-2o. y 50 nM para la subunidad p; del canal maxi-K. Como control negativo de
interferencia se utilizé un siRNA de secuencia aleatoria (scramble), proporcionado por
AMBION.

Tras el tratamiento con siRNA las células se lisaron y se procedié a la extraccion
de RNA o proteinas totales. Los niveles de los mRNA de HIF-1a HIF-2a, VEGF y la
subunidad p; del canal maxi-K se cuantificaron utilizando la técnica de PCR en tiempo

real y la cantidad de proteina HIF-1a y HIF-20. se analizé por Western blot.
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Tabla 6: Oligonucledtidos de RNA utilizados para el silenciamiento de HIF-1a, HIF-2a y la
subunidad B1 del canal maxi-K.

(S) Sentido; (AS) Antisentido.

Nombre Gen a silenciar Secuencia (5’a 37)

HIF-1a-S HIF-1a GCUUGCUCAUCAGUUGCCALtt
HIF-1a-AS HIF-1a UGGCAACUGAUGAGCAAGCIt
HIF-2a-S HIF-2a GGCCAAACAUGGAGGAUAULt
HIF-2a-AS HIF-2a AUAUCCUCCAUGUUUGGCC:It
B1-S subunidad B, CCUUGGUUGAUGUGAAGAALt
B1-AS subunidad B, UUCUUCACAUCAACCAAGGtt

11.10. Doble hibrido.

El estudio de las posibles interacciones de la subunidad ; del canal maxi-K con
otras proteinas se llevo a cabo utilizando una variante del ensayo de doble hibrido de
levaduras con el que es posible estudiar interacciones de proteinas de membrana. El
sistema "Dual membrane” (DUAL SYSTEMS) es una adaptacién del “ubiquitin-based
split protein sensor” desarrollado por Johnsson y Varshavsky en 1994. Se basa en las
propiedades de la ubiquitina, proteina que marca a otras proteinas para proceder a su
degradacion. La ubiquitina puede ser cortada en dos mitades, amino (Nub) y carboxilo
(Cub). Cada una de las dos mitades mantiene su afinidad por la mitad complementaria,
de forma que se pueden ensamblar para formar la denominada “split-ubiquitin”. Al igual
que la ubiquitina nativa, la “split-ubiquitin” es reconocida por proteasas especificas en el
citoplasma de las células. La introduccién de una mutaciéon en la mitad Nub (NubG)
reduce la afinidad por la mitad Cub, de forma que ambas proteinas ya no se reasocian
cuando se coexpresan en una misma célula. El sistema “DUAL membrane” utiliza este
sistema como base para detectar interacciones entre proteinas, tanto integrales como
citosolicas. La proteina “cebo”, en este caso la subunidad f; del canal maxi-K, se
expresa como proteina de fusion unida a la mitad Cub ligada, a su vez, un factor de
transcripcién artificial. Las proteinas “presa” se expresan como proteinas de fusién a
Nub mutado. La interaccion entre las proteinas cebo y presa, acerca Cub a Nub mutado
(NubG) y facilita la reconstitucion de la “split-ubiquitin”, la cual es reconocida por la
proteasa especifica. Esta proteasa corta a la proteina Cub liberando el factor de
transcripcién, el cual difunde al nucleo para activar la transcripcién de un grupo de

genes “chivatos”. Por tanto, la expresion de los genes chivatos se utiliza como prueba
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de la interaccion entre dos proteinas. A diferencia del sistema del doble hibrido de
levaduras, el sistema “DUAL membrane” no depende de la localizacion en el nicleo de
las proteinas a estudiar. Con él se puede analizar la interaccidn entre proteinas ya sean

integrales o periféricas de membrana.

. TRATAMIENTOS CELULARES Y ADITIVOS UTILIZADOS.

[1l.1. Exposicién a hipoxia.

Para los tratamientos en condiciones de hipoxia, los cardiomiocitos de rata y ratén
neonatal dispersos se mantuvieron en un incubador (Oxygen Control; FORMA-
SCIENTIFIC) con una atmésfera constante de 5 % CO,, y 1 6 3 % de O..

Por otro lado, para el tratamiento de animales completos en hipoxia se utilizaron
ratas macho adultas de 1 a 2,5 meses de edad, que se sometieron a una atmadsfera del
10 % de O, en una cdmara especial para animales (COY) durante tiempos variables. En
este tipo de experimentos existieron dos grupos control de animales: un grupo de ratas
gue permanecieron en sus jaulas en un ambiente normoxico y otro grupo de ratas que

permanecieron en la cAmara de animales bajo una atmésfera normoxica.

[11.2. Condicion alto potasio extracelular.

La concentracién de potasio en el medio control se aumentdé mediante la adicién
de cloruro de potasio (KCI) (SIGMA) hasta una concentracion final de 40 mM. La adicién
de KCI al medio de cultivo produce un aumento en la osmolaridad de dicho medio, que
pasa de aproximadamente 300 mOsmolar (mOsm) a 380 mOsm. Como condiciones
control de aumento de la osmolaridad en el medio se afadio cloruro de sodio (NacCl)
(SIGMA) hasta una concentracion final de 40 mM a una placa y sacarosa hasta una
concentracion 80 mM a otra placa, debido a que esta molécula no se disocia en

solucién acuosa.

I11.3. Condicién cero calcio nominal.

Para los experimentos realizados en la condicion cero calcio el medio de cultivo
control, mezcla de DMEM y M199, se remplaz6 por un medio DMEM (GIBCO)
formulado en ausencia de calcio. Este medio se suplementd con piruvato sédico y L-

glutamina hasta alcanzar el mismo nivel de nutrientes existentes en el medio control
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DMEM mas M199. Los sueros bovino fetal y de caballo también fueron eliminados del
medio, debido a que este iGn estd presente en ambos tipos de suero. Para las
condiciones control se utilizd este medio modificado y se afadié calcio a la

concentracion gque tiene este i6n en el medio DMEM mas M199 (1,23 mM).

[11.4. Compuestos que mimetizan la hipoxia.

El CoCl, (SIGMA) se us6é a una concentracion de 100 yM y el DMOG o
dimetiloxalilglicina (FRONTIER SCIENTIFIC) a una concentracion final de 1 mM. Ambos

compuestos se afiadieron al medio de cultivo en condiciones de normoxia.

[11.5. Compuestos que inhiben la transcripcién y la traduccién celular.

Para el bloqueo de la transcripcién celular se usaron Actinomicina D y DRB
(dichloro-1-beta-D-ribofuranosil benzamidazol D) (SIGMA) a una concentracién de 0,3
pg/mly 200 uM, respectivamente. Estos compuestos son bloqueantes no especificos de
las RNA polimerasas. Ambos se afiadieron al medio de cultivo 30 min antes del estimulo
hipoxico.

Para el bloqueo de la traduccion celular se us6 Cicloheximida 10 uyM (SIGMA),

afiadiéndose, de nuevo, 30 min antes del estimulo hipoxico.

[11.6. Condicidn cero glucosa.

En esta condicion experimental el medio de cultivo control, mezcla de DMEM vy
M199 fue sustituido por un medio DMEM (GIBCO) sin glucosa en su formulacion. Este
medio se suplementé con piruvato sodico y L-glutamina hasta alcanzar el mismo nivel
de nutrientes existentes en el medio control DMEM méas M199. Ademas, para las
condiciones control fue suplementado con glucosa a una concentracion de 18 mM,
debido a que ésta es la concentracion de glucosa presente en el medio control DMEM
mas M199. Ya que la adicidn de glucosa generé un choque ligeramente hiperténico, en
la condicion cero glucosa el medio fue suplementado con sacarosa a la misma

concentracion.
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IV. ENSAYOS FUNCIONALES.

IV.1. Isquemia simulada.

Los experimentos de isquemia simulada se llevaron a cabo siguiendo el método
descrito por Vander Heide y Armstrong con algunas modificaciones (Armstrong et al.,
1994; Vander Heide et al., 1990). Tras dos dias de cultivo y el determinado tratamiento
experimental (con una duracién de entre 24 y 48 h) los cardiomiocitos de rata y de raton
neonatales fueron dispersados de la placa usando tripsina (BIOWHITTAKER) a una
concentracion de 0,05 % (p/v) y centrifugados en tubos de 15 ml con 5 ml de medio de
cultivo a 1.000 rpm durante 5 min. Posteriormente el medio de cultivo fue eliminado y el
precipitado de células resultante fue resuspendido en 500 pl de PBS a pH 7,4 para lavar
las células. Tras una segunda centrifugacion el PBS fue eliminado hasta dejar una fina
pelicula de no mas de un tercio del volumen del precipitado, sobre la cual se afiadieron
400 pl de aceite mineral para evitar el intercambio gaseoso entre el precipitado de
células y el aire contenido en el tubo. Los precipitados asi obtenidos fueron incubados a
30 °C en bafio sin agitacion durante 3 h, en el caso de los cardiomiocitos procedentes

de rata neonatal, 6 3,5 h y en el caso de los cardiomiocitos procedentes de raton.

IV.2. Determinacion de la viabilidad celular por exclusion con azul tripan y

cuantificacién del numero de células.

Este método se basa en que las células viables son impermeables a ciertos
colorantes mientras que las células no viables permiten que entre el colorante y tifia su
contenido (Altschuld et al., 1980). 1 ul de células tomadas directamente del precipitado
de células sometidas a isquemia simulada se mezclaron con 50 pl de una solucion
comercial de azul tripan (SIGMA) diluida en agua hasta conseguir osmolaridad de 85
mOsm. Pasados 3-4 min de choque hipoosmoético en presencia del colorante, 10 ul de
la suspension celular se usaron para cuantificacion celular en una camara de Neubauer.
Seguidamente, se determind el porcentaje de células no tefiidas (viables) y tefidas (no

viables), contando entre 250 y 300 células.

V. ANALISIS ESTADISTICO.
Los datos se analizaron usando el test t de Student cuando se trataba de

comparar dos grupos independientes. Cuando se trabajé con mas de dos grupos de

estudio, se utilizé el analisis de la varianza (ANOVA) seguido del test de Tukey o del test
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Student-Newman-Keuls. Los analisis se realizaron con el programa SigmaStat 2.0. Los
valores se expresan como media = error estandar de la media (SEM). Cuando el nivel
de significacion (P) obtenido en cada test fue menor de 0,05 las diferencias obtenidas se

han considerado estadisticamente significativas.
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