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RESUMEN

La insuficiencia cardiaca es un sindrome multifactorial cuya incidencia y
prevalencia han aumentado en los ultimos afos, siendo una patologia con elevada
morbilidad, mortalidad y gasto sanitario. Las miocardiopatias de origen isquémico y
dilatado son causas frecuentes de insuficiencia cardiaca, que va acompafada de
alteraciones en la funcién ventricular y dilatacién cardiaca. Se han producido
importantes progresos en el diagnodstico y tratamiento de este sindrome, sin embargo,
el prondstico no ha mejorado significativamente. Ademas, se prevé que el incremento
de la incidencia se mantenga debido al progresivo envejecimiento de la poblacién y a
los avances en el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. Por todo ello,
existe la necesidad de estudiar nuevas estrategias terapéuticas que mejoren las

actuales.

Entre las alteraciones que se producen en la insuficiencia cardiaca, se
encuentran los cambios en las moléculas de adhesion. El disco intercalar cardiaco es
una region compleja que une cardiomiocitos mediante varios tipos de adhesiones, y es
esencial para el acoplamiento eléctrico y mecanico del corazén. En este trabajo nos
planteamos estudiar los cambios existentes en la expresion de las moléculas de
adhesion en un grupo de pacientes con insuficiencia cardiaca, asi como analizar las

relaciones de estas alteraciones con la disfuncién ventricular que presentan.

Nuestros resultados muestran alteraciones en la estructura del disco intercalar
de estos pacientes comparados con miocardio sano. Ademas, mostramos cambios en
la expresion de diversas moléculas adhesion, implicadas en la mayoria de tipos de
uniones celulares existentes. De estas moléculas, en la miocardiopatia isquémica
encontramos que los niveles aumentados de PCDHGA3 se relacionan con la
disfuncion ventricular y las alteraciones hemodinamicas de estos pacientes. En el caso
de las alteraciones en la miocardiopatia dilatada, el aumento de la expresién de GJAS3,
DSP y CTNNA3 se relaciona con una mejor funcién del ventriculo izquierdo. Los
cambios en el transcriptoma de esta categoria de moléculas en ambas
cardiomiopatias podrian explicar las alteraciones en la estructura miocardica que

afectan a la funcion cardiaca.

En conclusién, demostramos la presencia de alteraciones en la expresién de
las moléculas de adhesion que podrian establecer nuevas bases para el estudio de las
adhesiones en el miocardio, asi como diana de posibles tratamientos para la mejora

de la disfuncion cardiaca que sufren estos pacientes.






SUMMARY

Heart failure is a multifactorial syndrome whose incidence and prevalence has
increased in recent years, being a pathology with high morbidity, mortality and health
expenditure. Cardiomyopathies of ischemic and dilated origin are frequent causes of
heart failure, which is accompanied by alterations in ventricular function and cardiac
dilatation. Significant progress has been made in the diagnosis and treatment of this
syndrome, however, the prognosis has not improved significantly. In addition, the
increase in incidence is expected to continue due to the progressive aging of the
population and the advances in the treatment of cardiovascular diseases. Therefore,

there is a need to study new therapeutic strategies that improve the current ones.

Among the alterations that occur in heart failure, changes in adhesion
molecules happen. The intercalated disc is a complex region that links cardiomyocytes
through various types of adhesions, and is essential for the electrical and mechanical
coupling of the heart. In this work, we intend to study the changes in the expression of
adhesion molecules in a group of patients with heart failure, as well as to analyze the

relationships of these alterations with the ventricular dysfunction that they present.

Our results show alterations in the intercalar disc structure of these patients
compared to healthy myocardium. In addition, we show changes in the expression of
various adhesion molecules, involved in most types of cell junctions. Of these
molecules, in ischemic cardiomyopathy we found that increased levels of PCDHGA3
are related to ventricular dysfunction and hemodynamic changes in these patients. In
the case of alterations in dilated cardiomyopathy, increased expression of GJA3, DSP
and CTNNAS3 is associated with improved left ventricular function. Changes in the
transcriptome of this category of molecules in both cardiomyopathies could explain the

alterations in the myocardial structure that affect the cardiac function.

In conclusion, we demonstrated the presence of alterations in the expression of
the adhesion molecules that could establish new bases for the study of adhesions in
the myocardium, as well as target of possible treatments for the improvement of the

cardiac dysfunction that these patients suffer.






ABREVIATURAS

ACC, American College of Cardiology

ACDAI, arteria coronaria descendente anterior izquierda
AHA, American Heart Association

CNT, control

DDVI, didametro tele-diastolico del ventriculo izquierdo
DIC, disco intercalar

DSVI, diametro tele-sistélico del ventriculo izquierdo
ECG, electrocardiograma

ESC, Sociedad Europea de Cardiologia

FA, fraccidon de acortamiento

FE, fraccidon de eyeccion

IC, insuficiencia cardiaca

MA moléculas de adhesioén

MCA, miocardiopatia arritmica

MCAVD, miocardiopatia arritmica del ventriculo derecho

MCD, miocardiopatia dilatada

MCE, matriz extracelular

MCI, miocardiopatia isquémica

NYHA, New York Heart Association

RNA-seq, secuenciacion de ARN

VI, ventriculo izquierdo






NOMENCLATURA

La nomenclatura de los acrénimos para genes y proteinas en el texto siguen
las normas establecidas internacionalmente para cada especie (MGI:
http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml). En la especie humana, los
genes se expresan en mayusculas y cursiva (p.e. DSP), mientras que las proteinas se

expresan en mayusculas y sin cursiva (p.e. DSP).
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1. INSUFICIENCIA CARDIACA

1.1. DEFINICION

La insuficiencia cardiaca (IC) ha recibido diversas definiciones en los ultimos
afos debido a la complejidad de aspectos que abarca este sindrome. Anteriormente,
la insuficiencia cardiaca era conocida como una condicion patologica y definida como
“‘un estado patolégico del corazén en el cual, a pesar de un adecuado llenado
ventricular, el output cardiaco esta disminuido o es incapaz de bombear sangre en una
proporcion adecuada para satisfacer las necesidades de los tejidos, y permitir que los
parametros funcionales permanezcan dentro de los limites normales” (Denolin et al.
1983).

Mas recientemente, en las Guias de Practica Clinica de la Sociedad Europea
de Cardiologia se refiere a la insuficiencia cardiaca como “un sindrome en el que los
pacientes presentan sintomas de IC, tipicamente falta de aire o fatiga tanto en reposo
como durante el ejercicio, o inflamacién de tobillos y evidencia objetiva de disfuncion
cardiaca en reposo”. El diagndstico es complejo ya que nunca debe ser Unico, sino la
suma de sintomas, evidencias objetivas y respuesta al tratamiento dirigido a la IC
(Swedberg et al. 2005).

Ademas, existen diferentes tipos de IC en base a la aparicion de los sintomas,
las regiones afectadas y las diferencias en la funcionalidad cardiaca. La IC aguda se
caracteriza por una rapida aparicion de sintomas y signos, una funcion cardiaca
anormal, pudiendo existir o no una enfermedad cardiaca previa. En cambio, en la IC
cronica, la forma mas comun, aparecen con frecuencia exacerbaciones agudas
ocasionales. Esta es la referida en la definicién descrita anteriormente y en la que nos
centraremos en el desarrollo de este trabajo. Otros términos en relacién a los tipos de
IC son el fallo cardiaco derecho e izquierdo, segun la presencia predominante de
congestion de venas sistémicas o pulmonares. En el caso de la IC sistdlica hay una
alteracién evidente de la contractilidad ventricular dando lugar a reducciones en el
volumen de eyeccion, mientras que en la IC diastdlica existe un problema en la
relajacion ventricular comprometiendo el llenado. En la mayoria de los casos, la
disfuncion sistélica y diastolica no deben considerarse como entidades fisiopatoldgicas
separadas, ya que coexisten en mayor o menor grado en un alto numero de pacientes
(McMurray et al. 2012; Swedberg et al. 2005).
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1.2. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

1.2.1. Prevalencia e incidencia

Segun los ultimos datos referenciales, 5,7 millones de estadounidenses de 20
afios o mas sufren de IC, asi como un total de 23 millones de personas afectadas en
todo el mundo. La prevalencia de IC es similar en ambos sexos, al igual que la
incidencia a nivel global. Las ultimas predicciones muestran un incremento de la
prevalencia de un 46 % desde 2012 a 2030, resultando en mas de 8 millones de

personas afectadas de IC en EEUU (Mozaffarian et al. 2016).

En Espafa, la IC arroja cifras de prevalencia de un 5%, superando el 2% que
se da en EEUU vy el resto de paises europeos. Este elevado numero de casos en
Espafa es consecuencia del envejecimiento progresivo de la poblacion. Los recursos
sanitarios destinados a la IC son de gran importancia: se trata de la primera causa de
hospitalizacién de mayores de 65 afos, representando ademas el 3% de todos los

ingresos hospitalarios (Sayago-Silva et al. 2013).

Los avances en la prevencion primaria de la IC podrian llevar a una reduccién
de la incidencia, mientras que las mejoras en la asistencia médica resultarian en una

supervivencia mayor, aumentando asi la prevalencia (Roger, 2013).

1.2.2. Diagnostico y Prondstico

La complejidad del sindrome ha dificultado el diagnéstico requiriendo diversas
modificaciones en los criterios a seguir en las guias clinicas. Factores individuales que
frecuentemente son comorbilidades de la IC agravan los sintomas y pueden interferir
en los tratamientos farmacoldgicos. La isquemia miocardica es un importante factor de
riesgo en la IC, pudiendo duplicar el riesgo en pacientes que hayan sufrido un infarto
de miocardio previo. Frecuentemente, también aparecen la hipertension, la edad
avanzada y el sexo masculino como factores de riesgo en pacientes con IC. La
diabetes mellitus es un importante factor de riesgo ya que produce una alteracion en el
endotelio vascular de la microcirculacion coronaria y cambios hormonales y
metabdlicos que pueden aumentar el riesgo de sufrir IC hasta 5 veces. También la
obesidad es un factor de riesgo conocido, ya que aumenta el riesgo aterogénico
ademas de alterar las condiciones de carga cardiaca y puede producir activacion

neurohormonal y deficiencia natriurética. Otros factores como la enfermedad pulmonar
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obstructiva crénica (EPOC), los accidentes cerebrovasculares, el tabaquismo, la
dislipemia, el estrés o la depresion son menos frecuentes e inconstantes en los
pacientes con IC. Por todo ello, estas comorbilidades son de gran importancia en este
sindrome dando lugar a falsos positivos en el diagnéstico (Cowie et al. 1997) y van a

determinan el prondstico de los pacientes (Ponikowski et al. 2016).

Los sintomas de IC son frecuentemente inespecificos, mientras que los signos,
mas especificos, presentan mayores dificultades a la hora de su deteccion. Los
sintomas tradicionales son la disnea paroxistica nocturna y la ortopnea, que se van a
dar en pacientes con IC mas avanzada y sintomas mas graves. Por otro lado, la
retencién de agua y sodio en estos pacientes que ocasiona edemas periféricos, es un
signo no especifico de la IC. La identificacién de signos mas especificos como la
presion venosa yugular elevada son mas dificiles de detectar (Kelder etal. 2011).
Existen algunas pruebas esenciales en el diagnostico que resultan de gran utilidad
como la determinacién de péptidos natriuréticos (Cowie etal. 1997; Cortes et al.
2007), electrocardiograma y ecocardiograma (Kirkpatrick et al. 2007). Para orientar en
el diagnéstico de la IC debido a su complejidad, se han desarrollado algoritmos, como

el que se muestra en la Figura 1.

Las reducciones en la mortalidad de la IC documentadas en los ultimos afios
estan determinadas por la mejora en la prevencion de los factores de riesgo y la
implementacién de tratamientos efectivos como los beta-bloqueantes, IECAs vy
estrategias terapéuticas como la revascularizacion, cardioversion y resincronizacion
(Mozaffarian et al. 2016).

La IC mantiene unas tasas de mortalidad elevadas a corto plazo, a pesar de los
avances en la prevencion y tratamiento. Segun datos del estudio Framingham, con
una cohorte de datos monitorizados durante 50 afios, la mortalidad a 5 y 10 afios es
del 65% y 85% en varones y del 47% y 71% en mujeres, cuando la mortalidad media
de todos los canceres es del 50% (Ho et al. 1993; Levy et al. 2002). En otros estudios
se revelan datos que mejoran ligeramente el prondstico, aunque siguen mostrando
que solo 1 de cada 3 pacientes hospitalizados por IC sobrevive mas de 5 afos (Joffe
et al. 2013).
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Figura 1. Algoritmo para el diagnéstico de insuficiencia cardiaca o disfuncion ventricular.
(Modificada de Ponikowski et al. 2016). BNP: péptido natriurético tipo B; CAD: enfermedad

coronaria; HF: insuficiencia cardiaca; MI: infarto de miocardio; NT-proBNP: N-terminal péptido

natriurético pro-tipo

B.

Si se confirma la IC (basada en todos los datos disponibles):
determinar la etiologia y comenzar el tratamiento apropiado
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En Espafa, la IC es la tercera causa de mortalidad por enfermedad
cardiovascular en Espafia (Boix Martinez etal. 2002) y dado su curso cronico,
representa hasta el 2% del coste sanitario total, mayoritariamente por los prolongados
periodos de hospitalizacion (Rodriguez-Artalejo et al. 2004). Los ingresos tienen lugar
en personas mayores de 65 afos, sobre todo, con multiples comorbilidades y con una
dependencia importante, segun el indice de Barthel, que mide las capacidades
basicas y determina el grado de dependecia de una persona (Solis et al. 2005). La
hospitalizacion representa un punto de inflexién en la historia del paciente y marca un
umbral que predice un peor resultado. Tras un episodio agudo de IC, al alta
hospitalaria, los pacientes tienen un riesgo entre el 30% y 50% de desarrollar un
nuevo episodio poco después (Rodriguez-Artalejo etal. 1997; Ruiz-Romero et al.
2016).

Dado que los costes anuales de los pacientes con IC son tan elevados como
los de otras patologias cronicas, como el ictus o el Alzheimer, es importante actuar
precozmente para prevenir la progresion hasta formas muy sintomaticas, ya que

requieren mayores costes sociales y sanitarios (Delgado et al. 2014).
1.2.3. Etiologia y Clasificacion

Las cardiomiopatias se definen como patologias del miocardio asociadas a
disfuncién cardiaca. La enfermedad coronaria y la hipertension se han considerado las
principales causas etiologicas de cardiomiopatia en paises desarrollados, mientras
que las infecciones y enfermedades relacionadas con la nutricion serian las causantes
de cardiopatias en el tercer mundo (Tavazzi, 2001). Mientras que la hipertension
predomina como factor de riesgo en mujeres, el infarto de miocardio produce
insuficiencia cardiaca en mayor proporcion en hombres (Levy et al. 2002). En la Tabla

1 se muestran las principales causas de IC y algunos ejemplos comunes en clinica.

Las causas predisponentes de IC son también consideradas los factores de
riesgo, es decir, que su aparicion esta asociada a una mayor probabilidad de sufrir IC,
aun sin sintomas ni cardiomiopatias previas. La miocardiopatia isquémica es la
principal, con un riesgo 10 veces mayor de desarrollar IC transcurrido un afo post-
infarto al comparar con la poblacion normal. Otras alteraciones estructurales que
alteren la fisiologia del corazén como la miocardiopatia dilatada o las cardiomiopatias
congénitas son también etiologias predisponentes pero menos frecuentes en la

poblacion (Segovia-Cubero et al. 2004).
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Tabla 1. Principales factores etiolégicos en la insuficiencia cardiaca.

Causas predisponentes

Etiolégicas

Cardiopatias isquémicas, cardiopatias congénitas

Probablemente etiolégicas

HTA, diabetes, historia de fiebre reumatica

No etiolégicas

Edad, sexo masculino, obesidad, tabaquismo

Causas determinantes

Miocardiopatias

l. Primarias

Miocardiopatia dilatada, hipertrofica, restrictiva

Il. Secundarias

Miocardiopatia isquémica, infecciosa, toxica, metabdlica

Sobrecarga ventricular

l. de presion

HTA, estenosis adrtica/pulmonar, hipertensién pulmonar

Il. de volumen

Insuficiencias valvulares, cortocircuitos

Llenado ventricular
alterado

Hipertrofia ventricular, estenosis mitral/tricispide, tumores,
taponamiento, pericarditis constrictiva

Arritmias

Bradicardia, taquicardia, taquimiocardiopatia

Causas precipitantes

Cardiacas

Arritmias, isquemia miocardica, farmacos inotropicos negativos:
antagonistas del calcio, bloqueadores beta, antiarritmicos, otros

Extracardiacas

Infecciones, incumplimiento del tratamiento, embolia pulmonar,
anemia, farmacos (AINE), cirugia, esfuerzo, toxicos

HTA: hipertension arterial; AINE: antiinflamatorio no esteroideo (extraida de Segovia-Cubero et

al., 2004).

Las comorbilidades, enumeradas anteriormente, estan muy relacionadas con la

incidencia de IC, sin embargo, no existe una relaciéon causal demostrada en todas

ellas que implique directamente una disfuncion ventricular.

Para determinar el estado clinico de los pacientes, se clasifican los sintomas

segun las clases funcionales de la New York Heart Association (NYHA) (1994)

definidas conjuntamente por la American College of Cardiology (ACC) y la American

Heart Association (AHA):

-Clase I: Sin limitacion para la actividad fisica. La actividad fisica normal no




causa excesiva disnea, fatiga o palpitaciones.

- Clase IlI: Ligera limitacion para la actividad fisica. Cémodo en reposo, pero la

actividad fisica normal resulta en excesiva disnea, fatiga o palpitaciones

- Clase lll: Marcada limitacién para la actividad fisica. Cémodo en reposo, si
bien una actividad fisica menor que lo normal resulta en excesiva disnea, fatiga

o palpitaciones

- Clase IV: Incapacidad para mantener actividad fisica sin molestias. Puede
haber sintomas en reposo. Si se realiza alguna actividad fisica, las molestias

aumentan.

El estado clinico justifica la hospitalizacién y su empeoramiento supone un alto
riesgo de muerte, pero en ocasiones la funcidn ventricular estd muy alterada, sin llegar
a existir sintomas graves en los pacientes. Por ello, en 2001 la ACC/AHA propusieron
una nueva clasificaciéon para la IC, en la cual se tienen en cuenta los factores de riesgo

y las alteraciones estructurales del corazon, y consta de cuatro etapas:

- Etapa A: pacientes asintomaticos, sin cardiopatia estructural, pero con

factores de riesgo para insuficiencia cardiaca.

- Etapa B: pacientes asintomaticos, pero con dafio estructural cardiaco.

- Etapa C: pacientes con sintomas de IC y dafio cardiaco.

- Etapa D: representa el estadio final o situacion de enfermedad refractaria.

Las etapas A y B se corresponderian con la clase | de la NYHA, al tratarse de
pacientes asintomaticos. En el resto de etapas, los estados se caracterizan por ser
progresivos e irreversibles, de forma que no hay vuelta a una etapa previa una vez
progresado. Cada una de estas progresiones a etapas mas avanzadas de la IC,
supone una disminucion de la supervivencia de 5 afos y un incremento en las

concentraciones plasmaticas de péptido natriurético (Ammar et al. 2007).

Recientemente, se ha propuesto una nueva clasificacion denominada
MOGE(S), que se basa en las caracteristicas morfolégicas, afectaciones organicas,
causas genéticas y etiologias especificas (Arbustini et al. 2013). Desde hace 50 afos,

la clasificacion de las cardiomiopatias en subcategorias basadas en la morfologia



ventricular y su funcién se ha mantenido util, porque se relaciona facilmente con las
manifestaciones clinicas y estrategias terapéuticas (Elliott 2013). La clasificacion
originalmente las ha agrupado en miocardiopatia dilatada (MCD), miocardiopatia
hipertréfica (MCH), miocardiopatia restrictiva (MCR) y miocardiopatia arritmogénica del
ventriculo derecho (MCAVD) (Richardson et al. 1996).

Los avances en el conocimiento de la patofisiologia y las causas subyacentes
de las cardiomiopatias han permitido modificar esta clasificacion, ya que se ha
descubierto la relacién de mutaciones con algunas cardiomiopatias o la distincion
entre cardiomiopatias primarias y secundarias. En la Figura 2 se muestra una de las
clasificaciones recientes, que sigue manteniendo la orientacion clinica pero incluye las

cardiopatias genéticas y las relacionadas con otras patologias (Elliott et al. 2008a).

Miocardiopatias

MCH MCD MCAVD MCR No clasificadas
Familiar/Genética No familiar/No genética
Gen no identificado | Subtipo enf. genética Idiopatica | Subtipo enf. adquirida

Figura 2. Clasificacion de las cardiomiopatias (extraida de Elliott et al., 2008). MCH:
miocardiopatia hipertréfica; MCD: miocardiopatia dilatada; MCAVD: miocardiopatia arritmica

del ventriculo derecho; MCR: miocardiopatia restrictiva.

Debido a la gran variedad de causas de IC que existen, no se puede realizar un
screening de todas ellas para llegar al diagnostico etiologico. Por ello, es util conocer
cuales son las etiologias mas frecuentes y tenerlas en cuenta a la hora de realizar la
anamnesis y el examen clinico de los pacientes. Una de las clasificaciones etiologicas
de la IC mas comunes vy utilizadas en el ambito clinico es la que divide en pacientes
con IC de origen isquémico (MCI) y miocardiopatia dilatada idiopatica no isquémica
(MCD). En esta tesis, nos hemos centrado en el estudio de los pacientes que

presentaban estos dos tipos de cardiomiopatias.
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1.2.3.1. Miocardiopatia isquémica

Se entiende por MCI la patologia producida por una isquemia miocardica
generalmente causada por la ateromatosis coronaria (Harrison et al. 2002). Las placas
ateromatosas pueden afectar a las arterias, dando lugar a problemas en las
situaciones en las que el miocardio necesita un aporte de oxigeno adicional como por
ejemplo durante el esfuerzo fisico (Figura 3). Si el aporte no es suficiente, se establece
la isquemia y las respuestas compensatorias generadas por el sistema cardiovascular
producen mas dafios. La progresion de la isquemia da lugar a alteraciones
metabdlicas, disfuncion ventricular y angina (Fox et al. 2005). Como consecuencias,
se pueden producir muertes subitas por arritmias, o establecerse una fase crénica de

la patologia que conducira a una IC.

Arteria coronaria

" circunfleja izquierda
Arteria
coronana
derecha

Arteria coronaria descendente
anterior izquierda
Cclusion arterial
coronaria aguda

Zona de perfusion
(area en riesgo)

Infarto completo que
afecta a practicamente
toda el drea en riesgo

Corte transversal
del miccardio

coronaria
obstruida
N

Endocardio

Zona | Zona

) f
Zona de perfusion — de necrosis / de necrosis

(érea en riesgo)

0 horas 2 horas 24 horas

Figura 3. Esquema de la secuencia de pasos en la MCI. La progresion de la necrosis tras la
oclusién coronaria comienza en una zona pequefa (extraida de Robbins Patologia humana,
2013, 92 edicion).
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1.2.3.2. Miocardiopatia dilatada

La MCD se define por la dilatacion y disfuncion sistélica del ventriculo
izquierdo, que es producida por un dafio continuado en el miocardio. En las formas
adquiridas, el dafio al miocardio se produce como consecuencia de toxicos o procesos
inflamatorios (Maron et al. 2006). Los casos de MCD isquémica son cada vez mas
frecuentes, ya que la mortalidad por infarto ha disminuido, pero no todos los pacientes
con enfermedad coronaria van a tener dilatacién ventricular. El dafio ocasionado por
varios agentes va a producir fibrosis y pérdida de cardiomiocitos, que sumado a la
habitual dilatacion de las cuatro cavidades y la disminucion del grosor de las paredes
llevan a una comprometida contraccion y funcién ventricular (Figura 4) (Richardson et
al. 1996).

CORAZON NORMAL MIOCARDIOPATIA DILATADA

Figura 4. Dilatacion cardiaca en la MCD comparando con un corazén normal (extraida de

http://cardiosaudeferrol.com/category/otras/)
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1.3. FISIOPATOLOGIA

La evolucion desde el proceso de disfuncién ventricular hasta la IC tiene lugar
en varias fases de forma dinamica. Inicialmente, se produce un dafio en el miocardio
que puede ser originado por diversas causas y que ocasiona un descenso del gasto
cardiaco y una serie de alteraciones hemodinamicas. Las miocardiopatias, miocarditis
o enfermedades metabdlicas son causantes de un dafo directo en el miocardio,
mientras que las sobrecargas de presién (por hipertension o estenosis
aortica/pulmonar) y las restricciones de llenado de los ventriculos (por MCR) son
también causantes de disfuncion ventricular pero no iniciada de forma directa en el
miocardio (Tanai y Frantz 2015). Los mecanismos de compensacion que surgen en
respuesta a estas alteraciones serian los que precipitarian el avance de la disfunciéon
ventricular a IC. Segun el modelo hemodinamico, para el mantenimiento de la presion
arterial se desencadena una reaccion de defensa compuesta por una serie de
componentes como la retencion de agua y sodio, la vasoconstriccion y la estimulacién
cardiaca, que, a pesar de ser mecanismos para promover la homeostasis, son dafiinos
a largo plazo (Buglioni y Burnett 2015). En la hipétesis neurohormonal, se enuncia que
“La IC progresa porque sistemas neurohormonales activados por un dafio inicial al
corazoén ejercen un efecto perjudicial sobre la circulacion (vasoconstriccion y retencion
de sodio y agua). El efecto se presenta porque la activacibn neurohormonal
incrementa las anormalidades hemodinamicas de la IC o porque tal activacion ejerce

un efecto toxico directo sobre el miocardio” (Packer, 1992).

La inflamacion también se ha propuesto como posible factor desencadenante
de IC. El miocardio puede producir citoquinas proinflamatorias (como el TNF-a) y
algunas evidencias sugieren que esta produccion puede incrementarse, como sucede
en la IC. Por otro lado, la translocacion de endotoxinas bacterianas desde el intestino,
suceso que se produce en pacientes con IC, puede a su vez activar el sistema inmune
y derivar en la mayor produccion de citoquinas inflamatorias. Una vez activada la
inflamacién, el efecto nocivo de estos marcadores inflamatorios puede ser actuar
sobre el miocito, el intersticio miocardico o incluso en ambos. Algunos marcadores no
estan presentes antes del inicio de la IC, pero una vez establecida aparecen y tienen
un efecto nocivo sobre el miocardio y generalizado en el organismo, progresando asi
la IC (Sanchez-Lazaro et al. 2008). Finalmente, se ha comprobado que los procesos
patolégicos que pueden producir una inflamacion de bajo grado, sean factores de

riesgo cardiovascular (diabetes, hipertensién arterial, dislipemia, tabaquismo) o no,
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tendrian un efecto nocivo directo sobre el miocardio y por lo tanto se consideran

factores de riesgo independiente para el desarrollo de IC (Willerson y Ridker 2004).

Sindr.
cardiorenal
Creatinina
Cistatina C

Neurohormonas
Norepinefrina
Renina

Angiotensina Il Estrés oxidativo

LDL oxidado
Mieloperoxidasa
Isoprostanos urinarios
y plasmaticos

Sistema vascular
Homocisteina
ICAM y SelectinaP ___—
Endotelina
Adiponectina
Péptido natriurético

tipo C A== ,
=2 =
Dafio miocardico o = '7; ‘
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Inflamacion . =
Proteina C Kinasa MLC _a Remodelado
reactiva @ Estrés miocardico celulary MEC
Factor de necrosis o Pépt. natriuréticos Galectina-3
tumoral APO-1 @ Pro-adrenomedulina  GDF-15
Citoquinas regional MMPs
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Figura 5. Mecanismos fisiopatoldgicos de la IC (adaptado de Ahmad et al., 2012). La IC es
un sindrome sistémico que implica procesos inflamatorios, disfuncion renal y activacion
neurohormonal. Existen diversos biomarcadores tanto clasicos como mas recientes, que
pueden clasificarse segun los procesos que se llevan a cabo durante el desarrollo y progresion
de la IC. APO: antigeno de apoptosis; GDF: factor de crecimiento diferencial; ICAM: molécula
de adhesién intercelular, LDL: lipoproteina de baja densidad, MLC: cadena ligera de miosina,

MMPs: metaloproteinasas de la matriz extracelular.

El remodelado ventricular es el proceso por el cual todos estos factores
hemodinamicos, neurohormonales, inflamatorios y genéticos desencadenan unas
alteraciones en el ventriculo en un intento de adaptacion y compensacion del dafio
miocardico producido. La progresion de estos cambios en el ventriculo resulta en
reduccidon de miocitos, dilatacion, fibrosis, acimulo de matriz intersticial e hipertrofia de
la pared entre otros. Estos acontecimientos activan los sistemas de regulacion
nombrados anteriormente, aunque es dificil ordenar la secuencia cronoldgica al

tratarse de un proceso interactivo (Rivera et al. 2004).
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2. MOLECULAS DE ADHESION

Entre los procesos mas importantes encargados de regular y mantener la
estructura tisular se encuentran las adhesiones célula-célula, célula-matriz y
adhesiones selectivas. A través de la union ligando-receptor, las moléculas de
adhesion (MA) constituyen varios tipos de adhesiones especificas en los tejidos,
situandose en las membranas celulares. Durante el desarrollo de esta tesis se ha
estudiado la expresion de las MA en el miocardio de individuos sanos y los cambios
producidos en pacientes con insuficiencia cardiaca, mostrando variaciones en los
niveles de éstas y destacando la presencia de nuevas moléculas implicadas en la

funcién ventricular.

2.1. FAMILIAS DE MOLECULAS DE ADHESION

Existen 5 familias de MA agrupadas por caracteristicas quimicas, funcionales y
estructurales similares (Tabla 2): integrinas, inmunoglobulinas, selectinas, receptores
leucocitarios y cadherinas (Freemont y Hoyland, 1988). Pueden ser clasificadas
también segun su relacion con el calcio; de este modo cadherinas, selectinas e
integrinas pertenecerian a las familias de moléculas de adhesion dependientes de
calcio, y las inmunoglobulinas y otras familias de adhesion a moléculas inflamatorias

no dependientes de calcio (Takeichi, 1991).

Las integrinas son una gran familia de receptores heterodiméricos localizados
en la superficie celular cuya funcion es la de integrar la matriz extracelular (MEC) con
el citoesqueleto intracelular para mediar la migracién celular y la adhesion. Existen
subunidades a y p que se combinan formando dimeros organizados en complejos
especificos de cada tejido (Kreidberg y Symons, 2000). Muchas son receptores para
proteinas de la MEC como fibronectinas, lamininas y colagenos, mientras que otras
participan en la adhesion celular heterofilica, especialmente en leucocitos, uniéndose
a cadherinas e inmunoglobulinas. Juegan un papel central en la adhesién celular a la
membrana basal, en la polarizacién y en la migracion celular a través de la MEC y en
la transduccion de sefales intracelulares. Por lo tanto, las integrinas son cruciales
tanto para la diferenciacion celular y la regulacion de los linfocitos, como para el

desarrollo, y en algunas funciones del sistema inmune (Springer et al. 1994).

La superfamilia de las inmunoglobulinas se caracterizan por ser largas
glucoproteinas de la membrana plasmatica cuya principal funcion es la adhesion

célula-célula, estando ademas implicadas en diferentes procesos biolégicos y siendo

13



expresadas por numerosos tipos celulares. Constan de un numero variado de
dominios (Walsh y Doherty, 1997) un dominio extracelular largo, un unico segmento
transmembrana helicoidal y un dominio citoplasmatico (Aplin et al. 1998). Se trata de
una gran familia de moléculas de adhesién celular (CAMs) siendo el miembro mas
representativo N-CAM, presente en la superficie de células nerviosas y en las células
de glia (Garner et al. 1986). También hay un grupo de CAMs responsables de la
adhesion de las células circulantes de la sangre (neutrofilos, linfocitos, eosindfilos) con
el endotelio vascular como ICAM-1 o VCAM-1. Otros miembros de esta familia son las
moléculas de clase | y Il del complejo principal de histocompatibilidad, CD8, expresado

por los linfocitos T8 citotdxicos, CD4, presente en los linfocitos T4 auxiliares.

Las selectinas son proteinas transmembrana de tipo | que median las
adhesiones leucocitarias a células endoteliales (Harpaz y Chothia 1994). Establecen
interacciones heterotipicas y transitorias que son el paso previo a las uniones mas
fuertes mediadas por integrinas. Diferentes tipos de selectinas se expresan en
leucocitos, células endoteliales y plaquetas (McEver, 2015). La selectina E interviene
esencialmente en la adhesiéon y la migracion de los neutréfilos a las células
endoteliales. La selectina P, inicialmente localizada en plaquetas (Bonfanti et al. 1989),
esta relacionada con la trombosis y la hemostasis. Finalmente, la selectina L, esta
implicada en el reconocimiento de los linfocitos y en la adhesion de los monocitos y los

neutrofilos a las células endoteliales.

La superfamilia de las cadherinas es muy numerosa, conteniendo hasta 80
miembros (Yagi y Takeichi 2000) incluidos en varias subfamilias destacadas como las
cadherinas clasicas, cadherinas desmosomales, protocadherinas, y otras cadherinas
no tan comunes (Garrod y Chidgey 2008). Son glucoproteinas transmembrana que
establecen uniones homofilicas entre células adyacentes (Takeichi, 1988). La
homologia entre las cadherinas de diversos tejidos es elevada, sobretodo en la region
citoplasmatica, importante para el mantenimiento de la morfologia celular. En el
estudio de las cadherinas clasicas se han clasificado segun su expresion mas
abundante, determinando la E-cadherina (epitelial), N-cadherina (neuronas), P-
cadherina (placenta) y V-cadherina (tejido vascular) (Yap et al. 1997). Las cadherinas
desmosomales son especialmente importantes en las fuertes uniones que
proporcionan los desmosomas a los tejidos, tratdndose principalmente de
desmogleinas y desmocolinas que interactian con otros componentes de estas
uniones celulares. La subfamilia de protocadherinas es la mas numerosa y se expresa

fundamentalmente en el sistema nervioso. Existen 3 grupos denominados o (PCDHA),
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p (PCDHB)y y (PCDHG) que se expresan de forma combinada en la superficie celular
otorgando una gran especificidad a las interacciones homofilicas que establecen con
otras células. Algunas de sus implicaciones en las células sobretodo en neuronas,
estan relacionadas con el desarrollo y el reconocimiento neuronal (Chen y Maniatis
2013).
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Tabla 2. Principales moléculas de adhesion (adaptada de Rosell et al., 2004).

Denominacidn Distribucién celular Ligandos
1- Integrinas
alpl L-T activados Colageno, laminina
a2p1 L-B, Mo, P Colageno, laminina
a3p1 Amplia(B) Fibronectina, colageno
adp Leucocitos y melanocitos VCAM-1, fibronectina
a5p1 Amplia (L-T, L-B, Mo, etc.) Fibronectina
abp1 Mo, P, L-T Laminina
a7p1 Musculo, melanocitos Laminina
a8p1 SNC, melanocitos
avp1 Epitelio, rifidn Vitronectina, fibronectina
2- Integrinas
alp2 Panleucocitaria ICAM-1,2,3
aMp2 Gy Mo C3bi, fibrinbgeno, CAM-1
aXp2 Macrofagos, Mo, L-T C3bi, fibrinégeno
Inmunoglobulinas
CD31(PECAM-1) | L-B, G, Mo PECAM-, aVp3
CD50 (ICAM-3) Leucocitos Integrina p2

CD54 (ICAM-1) Células endoteliales activadas Integrina 2

CD56 (NCAM) Células NK
CD102 (ICAM-2) Linfocitos y Mo
CD106 (VCAM-1) Células endoteliales activadas Integrina 04

Selectinas
CD62L (L-selectina) | Leucocitos Lewis-X
CDG62E (E-selectina) | Endotelio Adresinas
CD62P (P-selectina) | P, endotelio Lewis-X sializado
CD44 (receptor linf) | Amplia Acido hialurénico
Cadherinas
E-cadherina Células epiteliales y Langerhans | E-cadherina
M-cadherina Células musculares M-cadherina
N-cadherina Tejido neural, cristalino N-cadherina
P-cadherina Retina P-cadherina
T-cadherina Tejido nervioso, muscular, retina | T-cadherina
VE-cadherina Células endoteliales VE-cadherina
OB-cadherina Osteoblasto
Ksp-cadherina Rifién
H-cadherina Células normales

G: granulocitos, ICAM: molécula de adhesion intercelular, L-B, T: linfocitos B, T, Mo: monocitos,
P: plaquetas, PECAM: molécula de adhesion plaquetaria, VCAM: molécula de adhesion celular
vascular.
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2.2. TIPOS DE UNIONES CELULARES

2.2.1. Uniones célula-célula

Existen 4 tipos de estructuras de adhesion célula-célula: desmosomas, uniones

adherentes, uniones estrechas u oclusivas y uniones comunicantes o gap junctions.

~

Uniones estrechas

Uniones
adherentes

Desmosomas

UNIONES CELULA-CELULA

S —

Uniones comunicantes

(gap junctions)

-

Figura 6. Tipos de uniones célula-célula (extraida de
http://www.slideshare.net/isbel66/uniones-celulares-7095552).

2.2.1.1. Desmosomas

Las uniones entre células que establecen los desmosomas son probablemente
las de mayor fuerza de adhesion, debido a las interacciones no covalentes entre sus
componentes moleculares (Holthéfer et al. 2007). Este tipo de uniones son cruciales
en tejidos que soportan un gran estrés mecanico, como el miocardio o la piel (Green &
Simpson 2007). Ademas de su papel en la adhesion celular, también se han descrito
en los ultimos afios como participantes en rutas de sefializaciéon de procesos como la

proliferacion y la migracion celular (Johnson et al. 2014).
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La estructura de los desmosomas (Figura 7) estd basada en 3 familias
diferentes de MA: cadherinas (desmogleinas y desmocolinas), proteinas armadillo
(placofilinas y placoglobinas) y plaquinas (desmoplaquina mayoritariamente). Las
cadherinas desmosomales son proteinas transmembrana dependientes de calcio que
establecen acoplamientos entre células adyacentes (Garrod y Chidgey 2007).
Intracelularmente, los dominios citoplasmaticos de las cadherinas interaccionan con
las proteinas armadillo y éstas con la desmoplaquina, proporcionando un nexo entre
las cadherinas de membrana y los filamentos intermedios (Harmon y Green 2013;
Holthéfer et al. 2007).

Las placofiinas (PKPs) reclutan desmoplaquina en los desmosomas
incrementando la expresion de moléculas desmosomales y por lo tanto estabilizando
los complejos de adhesién desmosomal (Harmon y Green 2013). La desmoplaquina
es el componente mas abundante en los desmosomas y desarrolla un papel crucial en
el mantenimiento de la integridad de los tejidos, asi como en la estabilizacion de otras
uniones como las uniones adherentes (Holthéfer et al. 2007). Las alteraciones en los
componentes estructurales de los desmosomas, incluyendo las genéticas, producen
diversos tipos de patologias como cardiomiopatias, enfermedades cutaneas o cancer
(Garrod y Chidgey 2008).

Filamentos Cadherinas

intermedios de la de

célula1 la celula 2
Filamentos
intermedios de
la célula 2

Membrana
plasmatica de Cadherinasde  Espacio Membrana plasmatica
la célula 1 la celula 1 extracelular de la célula 2

Figura 7. Estructura del desmosoma (extraida de https://openstax.org/).
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2.2.1.2. Uniones adherentes

La importancia de las uniones adherentes radica en su papel durante la
embriogénesis, y por ello han sido ampliamente estudiados en investigaciones de la
biologia del desarrollo (Okano et al. 1999). Adoptan diferentes formas segun el tipo
tejido, pudiendo encontrar fascie adherens en el musculo cardiaco, zonulae adherens
en epitelios polarizados o puncta adherens en células mesenquimales y neuronales
(Franke, 2009) (Tabla 4).

Se tratan del tipo de uniones intercelulares mas distribuidas entre los
vertebrados (Indra etal. 2013). Entre las funciones que cumplen las uniones
adherentes se encuentran varios procesos importantes en la homeostasis celular:
estabilizacion de uniones intercelulares, control de la proliferaciéon y motilidad celular,
regulacién del citoesqueleto y la sefalizacidn celular y regulacion transcripcional. Las
familias de proteinas de adhesion que forman parte de las uniones adherentes
incluyen la superfamilia de las cadherinas y miembros de la familia de las cateninas
(lvanov y Naydenov 2013). Las cadherinas clasicas transmembrana se unen a las
cateninas citoplasmaticas, las cuales regulan la organizacién del citoesqueleto y
participan en diferentes vias de sefalizacion celular (Hartsock y Nelson 2008; Perez-
Moreno y Fuchs 2006). Este tipo de unién intercelular es calcio dependiente, de forma
que las cadherinas se unen a este catidn para cambiar su conformacién y poder
adherirse a otras cadherinas de células adyacentes (lvanov, 2013). Las nectinas
constituyen otro de los componentes de las uniones adherentes, formando uniones

especificas entre células de forma independiente de calcio (lvanov, 2013).
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Tabla 4. Principales componentes de las adhesiones celulares (modificada de Franke,

2009).
Proteinas Proteinas
Filamentos .
Localizacién . transmembrana y especificas de
asociados . i
glicoproteinas placa
Céls. epiteliales, Placoglobina
Desmosomas | cardiomiocitos, desmoplaquina
ks Intermedios Desmogleina 1-4 /Il placofilinas1-3
Maculae meningoteliales, (queratina, Desmocolina 1-3
adherentes timo y foliculos R
linfoides CloBmiE)
Uniones a,Byd
adherentes catenina,
Céls. epiteliales, .
placoglobina,
Zonulae céls.
_ . - p120, ARVCF,
adherentes endoteliales, Microfilamentos Cadherinas clasicas 20071 placofiina
Fascie cardiomiocitos, (actina) (e} B-cadherina, N-
. cadherina) 2,2013,
adherentes céls. . .
cingulina
Puncta mesenquimales
adhaerentia y neurales
Uniones
estrechas
Zonulae
occludentes Céls. epiteliales, Ocludina, claudinas  ZO 1-3, cingulina
Fasciae céls. endoteliales 1-24, tricelulina,
occuldentes JAMA, CAR, ESAM
Puncta
adhaerentia
Células Conexinas 1-21 Z01-3
Uniones GAP .
formando tejidos

ARVCEF: proteina Armadillo repeat en el sindrome velo-cardio-facial; ZO: proteinas
zonulae occuldens; JAMA: molécula de adhesion A; CAR: carboxilico acido reductasa; ESAM:

molécula de adhesion celular selectiva endotelial.
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2.2.1.3. Uniones estrechas

Las uniones estrechas estan presentes en células endoteliales y epiteliales
principalmente, donde forman una barrera que permite el paso de iones por medio de
la difusién entre células e impiden la mezcla de proteinas entre membranas (Franke,
2009). El mantenimiento de estas barreras y el correcto funcionamiento del transporte
intercelular es esencial en tejidos como la barrera hematoencefalica o la barrera
intestinal. En las uniones estrechas participan dos tipos de moléculas, las familias de
proteinas transmembrana de ocludinas y claudinas, entre diversas proteinas que

conectan con filamentos de actina (Figura 8).

i o Alineaciones de
Células epiteliales claudina/ocludina/zo

Unidn
estrecha

L
Unidn estrecha
([ Claudina =8 ZO1/2 Z0 1/2/3 o Cingulina
#X Ocludina JMUPP1/MAG1  aswr Filamentos de actina

Figura 8. Esquema de las uniones estrechas de las células epiteliales. La estructura
molecular parece ser similar en los distintos tipos de epitelios (modificado de Niessen, 2007).
Z0: proteina zonula ocludens; MUPP1: proteina con dominio multi-PDZ 1; MAG1: Proteina con

dominios asociados a guanilato kinasa de membrana, WW y PDZ 1.

Las ocludinas presentan zonas de union a componentes del citoesqueleto, y
regulan ademas la permeabilidad de la barrera intercelular. Su funcion y regulacién en
las uniones estrechas depende de su estado de fosforilacién (Hartsock y Nelson
2008). Otro componente de estas uniones son las claudinas, muy importantes en el
mantenimiento de la polaridad celular y la regulacion de la permeabilidad celular.
Dicho control se realiza mediante un patron de expresion especifico de las claudinas
segun el tejido, las cuales regulan el paso de iones y pequeias moléculas a través de
los canales celulares de las uniones estrechas. Actualmente se conocen 24 miembros
de la familia de claudinas, y su expresién combinada de forma especifica en los tejidos
determina la selectividad y permeabilidad de las uniones estrechas de ese tejido (Ding
et al. 2013).
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Por ultimo, en este tipo de uniones se encuentran unas proteinas llamadas
zonula ocludens, las cuales unen claudinas y ocludinas con el citoesqueleto. Fueron
descritas inicialmente como unas proteinas especificas de las uniones estrechas,
reclutando diversos tipos de proteinas de la superficie celular. También se ha
comprobado que las proteinas ZO pueden unirse a otros tipos de complejos como las
uniones adherentes o las uniones GAP. Su funcion por tanto es formar el vinculo entre

las proteinas transmembrana y los filamentos del citoesqueleto (Bauer et al. 2010).

2.2.1.4. Uniones comunicantes o GAP

Las uniones que se establecen en este tipo de unidn celular tienen como
caracteristica la formacion de canales o poros entre células adyacentes que se
encuentren a poca distancia. Los conexones son las estructuras que comunican las
dos membranas plasmaticas de las células y estan constituidos por las conexinas.
Existen varios miembros en esta familia de proteinas que se van a combinar en los
conexones para formar diferentes canales con diferentes permeabilidades y
propiedades eléctricas. La conexion plasmatica generada por los conexones permite el
paso de pequefias moléculas e iones, que contribuyen al mantenimiento de la
homeostasis y regulan procesos como la apoptosis, diferenciacion y proliferacion
celular. Se ha descrito también cierta capacidad de los conexones para comunicar el
medio extracelular con el interior de las células en procesos de sefializacién (Ableser
et al. 2014; Sutor y Hagerty 2005).

2.2.2. Uniones célula-matriz

Numerosos procesos esenciales para los tejidos, como la diferenciacion de
células madre o el desarrollo embrionario, estan mediados por las adhesiones
celulares a la MEC (Dao et al. 2013; de Pereda et al. 2009; Seltmann et al. 2013). Las
células expresan una variedad de receptores de adhesion, que son especificos del
tejido, los cuales se unen a moléculas de la MEC y permiten la unién a los filamentos
de actina para madurar la adhesion (Dao etal. 2013). Las integrinas son las
principales moléculas de adhesion implicadas en las uniones a la MEC, y mediante la
combinacion de subunidades de éstas, las células son capaces de crear una variedad
de receptores de adhesion en un determinado tejido. Dependiendo de este patrén de
expresion especifico, las células se reorganizan en los tejidos para completar
procesos funcionales y estructurales (Dao et al. 2013). Los hemidemosomas vy las
uniones focales son los dos tipos de uniones fuertes que se establecen entre las
células y la MEC.
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2.2.2.1. Hemidesmosomas

Los hemidesmosomas son complejos multiproteicos que unen las células
epiteliales a la membrana basal, permitiendo procesos como la polarizacion celular, la
organizacién y la arquitectura tisular (Figura 9) (Borradori y Sonnenberg 1999).
Aunque los hemidesmosomas parecen similares a los desmosomas, molecularmente
son diferentes. La organizacién molecular de los hemidemosomas se basa en tres
tipos de proteinas: proteinas de la placa citoplasmatica, proteinas transmembrana y
proteinas de la MEC. Estos componentes median uniones estables entre el
citoesqueleto y la MEC que proporcionan resistencia al estrés mecanico en los tejidos
(de Pereda et al. 2009). La placa citoplasmatica es un complejo proteico de anclaje
intracelular que se encuentra en los desmosomas y hemidesmosomas. Esta placa es
la responsable de la unién de los elementos citoesqueléticos a las proteinas de union
transmembrana. Esta constituida por dos proteinas, BP230 y plectina. La BP230 se
asocia a filamentos intermedios, mientras que la plectina actia como molécula
multifuncional del citoesqueleto, pudiéndose unir a filamentos intermedios, queratinas,
neurofilamentos y vimentina (Borradori y Sonnenberg, 1999; de Pereda et al., 2009;
Seltmann et al., 2013).

Las proteinas transmembrana presentes en los hemidesmosomas son la
integrina «6p4, BP180 y CD151. La cola citoplasmatica de la integrina «6p4 se une a
diversos componentes de los hemidesmosomas como la plectina, BP180 y BP230,
actuando como paso clave para el ensamblaje de estas uniones (Walko et al. 2015). El
dominio extracelular de la integrina «6p34 es receptor de laminina, siendo crucial para
la adhesion celular. BP180 o colageno tipo XVII es una proteina transmembrana que
se expresa en epitelios estratificados, pseudoestratificados y de transiciéon (Fairley
et al. 1995). Se une a la integrina «634 mediante las dos subunidades de ésta, por
tanto, al dominio extracelular y al intracelular. También se une a otras proteinas de los
hemidesmosomas como la plectina y BPGA1 (Hopkinson etal. 1995; Borradori y
Sonnenberg 1999; Schaapveld etal. 1998). Mutaciones en COL77A, el gen que
expresa esta proteina, se han asociado con separacion de los queratinocitos de la
membrana basal y alteraciones en la estructura de los hemidesmosomas, dando lugar
a patologias dermatoldgicas (Fine 2014). En cuanto a CD51, se trata de una proteina
con cuatro dominios transmembrana que se asocia a las integrinas e interviene en
numerosos procesos como la migracion celular y la angiogénesis (Kang et al. 2014;

Takeda et al. 2007). Se expresa en tejidos epiteliales y en el endotelio vascular, donde
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colocaliza con los hemidesmosomas de estos tejidos, y parece participar en la

formacion de éstos (Hasegawa et al. 1997).
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Figura 9. Esquema de un hemidesmosoma (extraida de Garner et al, Texto Atlas de
Histologia, 2008).

Por dltimo, en los hemidesmosomas encontramos proteinas como las
lamininas, componentes importantes de la MEC que interaccionan con las integrinas y
mantienen una adhesion estable. Principalmente la laminina-5 que se localiza en la
membrana basal de la epidermis, sirve como nexo entre la integrina «6p4 y los

componentes de la MEC (Borradori y Sonnenberg 1999).

2.2.2.2. Uniones focales

Las adhesiones a la MEC mediadas por uniones focales se producen mediante
organulos situados en la interfaz de la MEC que estan préximos a los filamentos de
actina, a los cuales se unen (Hotulainen y Lappalainen 2006). La estructura y
composicion de estas uniones se encuentra en variacidon constante debido a los
cambios producidos en las proteinas de adhesidon en respuesta a las sefales recibidas
desde la ECM. Por lo tanto, intervienen en la sefializacién celular, son sensores de la
tension celular y pueden regular la proliferacién y la migracion celular (Fogh et al.
2014). Los principales componentes de las adhesiones focales son las integrinas, la
vinculina y la talina, aunque se han descrito muchos mas de menor importancia
(Ciobanasu et al. 2014).
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Las integrinas juegan un papel clave en la regulacién de las adhesiones
focales, y conectan el citoesqueleto con el tejido conectivo. A través de las proteinas
de adhesién focal como la talina, el dominio citoplasmatico de las integrinas se une al
citoesqueleto, mientras que extracelularmente se une a proteinas de la MEC. Tras
esta union, otras moléculas de sefalizacion se unen al complejo y pueden regular la
dinamica de remodelacion del citoesqueleto (Kalli et al. 2013). La vinculina se une a
las integrinas a través de otras proteinas de adhesion de forma indirecta, como la
talina, proteina de adhesion focal encargada de mediar la tension existente en las
uniones focales y posiblemente transmitirla al citoesqueleto (Johnson y Craig 1995;
Massoumi y Sjélander 2001). La conformacion de esta proteina varia segun el estado
de activacion y esta mediado por la uniéon a otras proteinas de adhesién focal, o

también por las fuerzas mecanicas resultantes de las adhesiones.
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2.3. FUNCIONES FISIOLOGICAS

Las adhesiones celulares son de vital importancia para el correcto
funcionamiento y organizacion celular y tisular, por lo tanto, intervienen en numerosos
procesos: desarrollo embrionario, diferenciaciéon, migracion, comunicacién e

inflamacion.

2.3.1. Adhesiones celulares en el desarrollo embrionario y la diferenciacién

celular.

Las adhesiones celulares son cruciales para la formacién de tejidos
tridimensionales, estableciendo ademas la base de la formacién de organismos
multicelulares. Pero tienen un papel mas importante que el de simplemente mantener
la estructura de los tejidos, ya que los organizan mediante patrones de expresion
complejos y especificos. Durante la morfogénesis embrionaria existen dos procesos
migratorios: migracion en masa y migracion individual. La gastrulacion es un ejemplo
de migracidon en masa, ya que grandes grupos celulares migran de forma colectiva (en
forma de hojas) para constituir los diferentes drganos y el embriéon. En cambio, en la
migracion de la cresta neural, pequefios grupos de células se separan de las capas
del ectodermo y adquieren propiedades migratorias (Locascio y Nieto 2001; Horwitz y
Webb 2003).

Existen diversas teorias acerca de las funciones especificas de las adhesiones
durante el desarrollo, una de las primeras fue la teoria de adhesion diferencial, que
proponia que la tension superficial de los tejidos se relaciona con las adhesiones
celulares para determinar la segregaciéon celular y la organizacion tisular (Foty y
Steinberg 2013). Numerosos estudios han demostrado la importancia de las
adhesiones diferenciales en el desarrollo y morfogénesis, incluyendo procesos como
la movilidad en la gastrulacion (Maitre et al. 2012) o la migracién de cresta neural
(Mayor y Theveneau 2013). Otras teorias acerca de la organizacion de las adhesiones
durante el desarrollo han incluido la tension cortical dependiente de la actina-miosina
como conductora de la estructuracion de los tejidos (Epstein etal. 1976). Como
resultado de estas teorias, se enuncid que la combinacién de ambas podria ser
posible, implicando en el reordenamiento celular y organizacién tisular tanto a la
adhesion como a la contraccion celular (Farhadifar et al. 2007). La regulacién de las
moléculas de adhesidén es particularmente evidente en el sistema hematopoyético,

mostrando diferentes propiedades adherentes segun fenotipos.
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2.3.2. Migracion celular

En el organismo adulto, la migracion también tiene un papel crucial en el
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos. Para migrar, las células modifican su
forma y avanzan a través de los tejidos interactuando con la MEC y las estructuras
cercanas. La migracion en general se produce en cinco pasos interdependientes en un
ciclo continuo. En primer lugar, se produce la protrusion de una zona de la membrana,
donde los filamentos de actina se conectan a las proteinas adaptadoras para iniciar el
avance. En el segundo paso, se establecen las interacciones célula-MEC vy los
contactos focales, que seran destruidos por proteasas de superficie en el siguiente
paso. Por ultimo, la célula se contrae y se separa del sustrato (Friedl y Wolf 2003). A
través de diferentes rutas de sefalizacion que implican hormonas, citoquinas y
factores de crecimiento entre otros, se guian a las células hasta su destino segun las
necesidades del tejido como por ejemplo en procesos inflamatorios o reparacion de

heridas.

2.3.3. Inflamacién y adhesiones celulares

La superfamilia de las inmunoglobulinas es la mas importante dentro de las
moléculas de adhesion implicadas en inflamacion, junto a las selectinas y las
integrinas. También las de tipo receptor homing de linfocitos se unen a ligandos
durante la respuesta inflamatoria. Los leucocitos se extravasan a los tejidos asociados
a estimulos de forma selectiva. En este proceso se pueden distinguir cuatro pasos:
primero, las moléculas proinflamatorias activan a las células endoteliales, que
expresan selectinas, entre otras moléculas, y median en primer lugar las interacciones
entre leucocitos y endotelio vascular. Tras el desplazamiento de leucocitos por el
endotelio, el segundo paso consiste en una adhesion mas estable mediada por las
integrinas. La unién entre integrinas leucocitarias e inmunoglobulinas que se expresan
sobre el endotelio vascular produce la migracidén a través de las células endoteliales
mediante la molécula de adhesién PECAM-1 (Springer etal. 1994; Bevilacqua &
Nelson 1993; Newman 1997). Dentro de las inmunoglobulinas, ICAM-1 es la proteina
mas ampliamente distribuida, presente en epitelios, endotelios, células
hematopoyéticas y fibroblastos. Los leucocitos continlan su migracion siguiendo un
gradiente de quimiocinas liberadas a consecuencia del dafio en el tejido y llegando a
la zona afectada de forma selectiva. Otros fendbmenos mediados por adhesiones
celulares, como la recirculacion de entrada de linfocitos a drganos linfoides o la

coestimulacion son necesarios para una respuesta inmunitaria correcta.
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3. PAPEL DE LAS MOLECULAS DE ADHESION EN LA ORGANIZACION DEL
MIOCARDIO

3.1. DISCO INTERCALAR

En la organizacion del tejido cardiaco destaca el disco intercalar (DIC), una
estructura localizada en los extremos de los cardiomiocitos que permite mantener la
integridad del tejido y sincronizar la contraccién (Kleber y Saffitz 2014). La estructura
de los DIC se observa como evaginaciones e invaginaciones de las membranas de los
cardiomiocitos, donde se reflejan varios tipos de uniones que permiten el anclaje al
citoesqueleto. Se trata de estructuras altamente organizadas y que aportan al tejido

cardiaco apoyo para soportar la continua tension mecanica derivada de la contraccion.

3.1.1. Estructura y tipos de uniones

Las caracteristicas de union fuerte que presentar los DIC las aportan tres tipos
de uniones basicas: desmosomas, uniones adherentes y tipo GAP (Figura 10). Existen
otras proteinas que se relacionan con el DIC y que van a participar en procesos como
el acoplamiento de la contraccion, siendo crucial esta estrecha relaciéon para el

correcto funcionamiento miocardico.

Area Composita
Desmosoma
Unién ——
adherente

Unién tipo

Figura 10. Estructura del disco intercalar. Desmosomas y uniones adherentes pueden
formar el area composita combinando proteinas de ambos tipos de uniones. Las uniones GAP
se situan lateralmente en la membrana y forman complejos con otras proteinas de membrana

para permitir la comunicacién de las células (extraida de Moncayo, 2016).
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3.1.1.1. Desmosomas en el DIC

En el miocardio sano de los mamiferos se expresan 5 proteinas
desmosomales: desmocolina-2 (DSC2), desmogleina-2 (DSG2), desmoplaquina
(DSP), placoglobina (PCG) y placofilina-2 (PKP2). El mecanismo de union es similar al
de los desmosomas en otros tejidos ya expuesto anteriormente, destacando la
formacion de placas densas que conectan todas las estructuras (Figura 11). Las
cadherinas desmosomales, desmogleinas y desmocolinas, se expresan en epitelios
estratificados, mientras que DSG2 y DSC2 de manera ubicua se encuentran en todos
los desmosomas. DSG2 interacciona de manera heterofilica con las desmocolinas de
la célula adyacente por medio de sus dominios extracelulares, lugar donde se han
encontrado mutaciones relacionadas con las MCA (Basso etal. 2011). También
dispuesta transmembrana, se encuentra DSC2, cuya region citoplasmatica puede
variar de isoforma para adherirse o no a PCG (Green y Simpson 2007). Mas recientes
son los estudios sobre las mutaciones en DSC2, las cuales estan asociadas con

arritmias en algunos pacientes (Awad et al 2008).

Leyenda

CDI: Capa densa Interna

CDE: Capa densa Externa
MP: Membrana Plasmatica
CAD: Regién union Cadherinas

Figura 11. Ultraestructura del desmosoma en miocardio. A: desmosoma en un
cardiomiocito. B: ampliacién con la representaciéon de los elementos del desmosoma (extraida
de Moncayo et al., 2016).

En el tejido cardiaco existen dos DSP, que interaccionan con los dominios
intracelulares de las cadherinas, con PKP2 y con PCG. Finalmente, todo este

complejo se ancla al filamento intermedio desmina. Se han identificado diversas
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mutaciones en DSP asociadas a patologias como por ejemplo el sindrome de Carvajal
(Carvajal-Huerta et al. 1998). Estas mutaciones producen un desacoplamiento de la
interaccion DSP-desmina en el DIC, produciéndose cambios ultraestructurales vy
problemas en la funcién cardiaca (Carvajal-Huerta et al. 1998). Por lo tanto, parece
que DSP y los desmosomas son esenciales para el mantenimiento de la integridad del

tejido cardiaco.

Las proteinas armadillo PKP2 y PCG son fundamentales para la organizacion
de los desmosomas. PCG o y-catenina esta codificada por el gen JUP y se trata de
una de las proteinas de adhesién que interacciona con un mayor numero de moléculas
como DSP, PKP2, DSC, DSG. También se puede unir a proteinas de otros tipos de
uniones, participando en las uniones adherentes. Por otro lado, PCG es necesaria
para el trafico de DSG2 a la membrana y su ausencia produce una disminucion en el
anclaje a la placa, sugiriendo esto una funcion en el ensamblaje del desmosoma
(Acehan et al. 2008). Las PKP se encargan principalmente del soporte mecanico de
los desmosomas en tejidos con gran estrés, ademas de participar en procesos de
sefalizacién celular (Nekrasova et al. 2013). Solo PKP2 se expresa en tejido cardiaco
(Hatzfeld 2007) y contiene dos dominios, aunque solo uno de ellos interacciona con
PCG y DSP (Chen etal. 2002). Durante el ensamblaje del desmosoma, PKP2
participa en el trafico de DSC2 y en el anclaje de DSP en la membrana (Nekrasova
et al. 2013; Godsel et al. 2010). PKP2 se localiza también en el nucleo pero su funcion

alli es desconocida actualmente.

3.1.1.2. Uniones adherentes en el DIC

Estas uniones conectan células mecanicamente encadenando proteinas de
ambas. En el tejido cardiaco, estan formadas por N-cadherina, que se une de forma
homofilica y calcio-dependiente a la célula adyacente. Citoplasmaticamente, N-
cadherina conecta con B-catenina y otras de la misma familia que se unen a los
filamentos de actina del citoesqueleto (Vite y Radice, 2014). Se ha estudiado la
ultraestructura del DIC y se han observado unas zonas donde uniones adherentes y
desmosomas se organizan en complejos, denominadas area composita. Estos dos
tipos de uniones no solo colocalizan sino que interaccionan de forma que la reduccion
en uno de los componentes produce alteraciones en los demas dentro del area

composita (Li et al. 2012).
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En cuanto a las funciones sefializadoras de las uniones adherentes, destaca §-
catenina como participante en la ruta Wnt/B-cat no canodnica, importante para el
desarrollo embrionario, diferenciacién y proliferacion (Nelson y Nusse, 2004). PCG es
muy similar a las cateninas, y es por esto que podria encontrarse en las uniones

adherentes, incluso participando en las mismas rutas de sefalizacion.
3.1.1.3.  Uniones tipo GAP en el DIC

Este tipo de uniones permiten el paso de iones y otros metabolitos entre las
cardiomiocitos y estan formadas por conexinas. La familia de las conexinas se
caracteriza por formar unos complejos transmembrana de seis en seis para crear un
poro que permita el paso de moléculas (Figura 12). Dentro del tejido cardiaco, las
conexinas tienen una amplia distribucion: conexina 40 se expresa en auriculas y en el
sistema de conduccidn, conexina 45 se encuentra en las ramas del haz de His y
finalmente, conexina 43 que es la mas distribuida por el corazén encontrandose en

auriculas y ventriculos (Verheule y Kaese, 2013).

La comunicacion entre las células no solo permite el paso de iones, sino que es
fundamental para la propagacién eléctrica dentro del tejido. Las conexinas permiten la
despolarizacién de los cardiomiocitos en respuesta a la difusion de iones. Las
alteraciones en estas proteinas causan graves fallos en la conduccion ademas de
afectar a otras estructuras del disco (Agullo-Pascual et al. 2014). Esto corrobora la
idea de que el DIC se comporta como una unica entidad funcional (conexoma) y que
las alteraciones en uno de sus componentes causan la desorganizacion vy
desestabilizacion de todo el complejo.

Espacio
intercelular

Canal
hidrofilico

2-7 nm B

Membranas
plasmaticas

Conexones

Figura 12. Estructura de las uniones tipo GAP en el miocardio (modificada de Life: the

science of biology. Séptima edicion, 2004)
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3.1.2. Alteraciones del DIC en patologias cardiacas

Como se ha mostrado, la importancia de los componentes que forman el DIC
es individual, es decir, alteraciones en uno de ellos va a producir cambios fatales en la
organizacién del tejido. E-cadherina y N-cadherina se localizan en el DIC, y la
supresion de su expresiéon conduce a una MCD, pero ademas otras moléculas de
adhesién como conexina 43 o vinculina, alteran sus niveles de expresion o localizacion
celular en respuesta a estas supresiones (Ferreira-Cornwell et al. 2002). También en
modelos transgénicos, se han estudiado otras proteinas que afectan a la estructura del
DIC como por ejemplo mXin, cuya supresion produciria pérdida de la continuidad del
disco, desorganizacion e hipertrofia cardiaca (Gustafson-Wagner et al. 2007). Estudios
sobre el papel de la vinculina en la regulacién del miocardio han mostrado una
disminucion de las adhesiones, muertes subitas y MCD en animales con ésta proteina

inactivada (Zemljic-Harpf et al. 2007).

En pacientes con MCD, se ha estudiado la estructura miocardica observandose
una reduccion en los sarcomeros, deslocalizacién de proteinas del citoesqueleto como
vinculina (Schaper et al. 1991). El mantenimiento de la correcta conduccion cardiaca
también esta condicionado por el DIC, donde se localizan canales de sodio (Kucera
etal. 2002). Por ello, los cambios en la ultraestructura se han estudiado mas
ampliamente en las miocardiopatias arritmicas, debido a la importancia de las
proteinas desmosomales y de la organizacién del DIC. En pacientes con MCAVD, se
han observado reducciones en el numero de desmosomas y la longitud de éstos en el
DIC, ademas de localizaciones anormales (Basso, 2006). En el sindrome de Naxos,
similar a la MCAVD que ademas produce alteraciones dermatoldgicas, se han
observado cambios en el DIC y la funcidén ventricular tras restablecer los niveles de

JUP, en modelos animales (Zhang et al. 2015).
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3.2. ADHESIONES ALTERADAS EN LAS ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES

Las alteraciones de las MA tanto originadas por mutaciones como provenientes
de factores adquiridos, producen cambios celulares y regionales que van a tener
diversas consecuencias para los individuos. Algunos de los procesos que han sido
relacionados con alteraciones en las MA incluyen degeneracion retinaria, trastornos
neuroldgicos, alteraciones inflamatorias o diversos tipos de cancer (Li, 2014). Un
grupo muy numeroso de patologias relacionadas con las alteraciones en las
adhesiones celulares, lo constituyen las enfermedades cardiovasculares. Desde las
alteraciones descritas en el DIC, a los cambios en otras uniones formadas por
conexinas, cadherinas o integrinas, todos ellos participan de manera crucial en el

desarrollo de varios tipos de cardiomiopatias.

3.2.1. Alteraciones genéticas

Debido a los avances tecnoldgicos transcurridos en los ultimos afios, se
conocen actualmente un gran numero de miocardiopatias (arritmogénicas,
dilatada...etc) cuyo origen se encuentra en las mutaciones de ciertos genes, muchos
de ellos implicados en la adhesién celular (Tabla 5). En total, mas de 300 mutaciones

han sido descritas y consideradas como potencialmente patogénicas.

De todos los casos de miocardiopatias arritmicas, las mutaciones serian
responsables del 60-65% del total de pacientes diagnosticados (Campuzano et al.
2013). Los genes desmosomales son un grupo destacado, ya que el desmosoma se
trata de una estructura de gran importancia en el corazén (Awad et al. 2008). Se han
encontrado alteraciones genéticas en los genes para desmogleina-2 (DSG2),
desmocolina-2 (DSC2), placofilina-2 (PKPZ2), placoglobina o y-catenina (JUP) y
desmoplaquina (DSP) (Garrod et al. 2008). Otros genes no desmosomales, como la
desmina (DES), también se han identificado como alterados genéticamente en este
tipo de miocardiopatia. De todas estas mutaciones, PKP2 puede llegar a suponer el
50% de los casos, seguido por DSP, DSG2 y DSC2, responsables del 20-25%
(Kapplinger et al. 2011).

En la MCD idiopatica, se considera una asociacion familiar en el 30-50% de los
casos. Se han identificado mutaciones en hasta 25 genes diferentes relacionados con
proteinas musculares, mitocondriales, del citoesqueleto, de membrana, canales

idnicos y adhesiones celulares (Grinig et al. 1998). Alteraciones en el gen que codifica
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la catenina-aT (CTNNA3), localizada en el DIC de los cardiomiocitos, se han
relacionado con la MCD (Janssens et al. 2003). Otros casos de miocardiopatias como
la etilica, hipertensiva o por miocarditis, han sido asociados con una alteracién
genética previa, donde los factores que se pensaban originarios de la patologia en
realidad podrian considerarse los factores desencadenantes en sujetos genéticamente

predispuestos a MCD idiopatica (Castro Beiras et al. 2003).

La miocardiopatia hipertréfica familiar se caracteriza por estar causada por
mutaciones principalmente en genes de sarcomeros, y por ello frecuentemente se

encuentra asociada a sindromes metabdlicos o patologias neuromusculares (Li, 2014).

Tabla 5. Fenotipo y genes de adhesiones alterados en miocardiopatias (modificada de Li,
2014).

Gen Proteina Miocardiopatia

CDH2 Cadherina 2 MCD, MCH
CTNNB1 B-catenina MCH

JUP Placoglobina MCA, Naxos
CTNNA3 Catenina oT MCD, MCA
CTNNA1 Catenina oE Ruptura ventricular post-IM

mXin mXino MCH en modelos animales

DSG2 Desmogleina-2 MCA

DSC2 Desmocolina-2 MCA

PKP2 Placofilina-2 MCA

DSP Desmoplaquina MCA, sindrome Carvajal

MCD: miocardiopatia dilatada, MCH: miocardiopatia hipertréfica, MCA: miocardiopatia
arritmica, IM: infarto de miocardio.

3.2.2. Alteraciones adquiridas y estructurales

Ademas de los avances en las técnicas de analisis, los estudios en modelos
animales transgénicos han permitido identificar un gran nimero de genes implicados
en las miocardiopatias. Las alteraciones que afectan a la estructura miocardica en los
discos intercalares (DIC) y a las proteinas de adhesién que los forman, son las de
mayor importancia y seran estudiadas en el siguiente apartado. Las familias de las
integrinas, cadherinas y cateninas constituirian otros grupos destacados de moléculas

de adhesion cuya alteracidn produciria patologias cardiacas.
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En los procesos inflamatorios participan un amplio nimero de moléculas de
adhesion, que median la unién y extravasacion de linfocitos. Las integrinas, ademas
de mediar en estas uniones, participan en diversas cascadas de sefalizacion celulares
que implican a otras moléculas y procesos. En la aterogénesis, la molécula VCAM-1
que se expresa en el endotelio, podria tener un papel fundamental en el
mantenimiento de la inflamacion local (Libby y Li 1993). La integrina-aVp3 también se
expresa en la lesion aterosclerdtica, y esta relacionada con la angiogénesis y
crecimiento de la placa (Hoshiga et al. 1995). Moléculas de adhesion como VCAM-1,
ICAM-1 y selectina-P han sido mostradas como las principales mediadoras de la union
de los leucocitos a la zona infartada en pacientes con infarto agudo (Jaakkola et al.
2000). Tras los procesos de reestenosis o reperfusion miocardica, se incrementa la
expresion de integrinas leucocitarias (Mickelson et al. 1996), sugiriendo un papel
importante de éstas en la respuesta inflamatoria. Se ha evidenciado que utilizando
tratamiento contra la selectina-L o la selectina-P se produce una reduccién de la

necrosis del 60% en el miocardio reperfundido (Ma et al. 1993).

Las cadherinas estan asociadas en estudios previos a enfermedades
cardiovasculares, como las descritas en las cadherinas desmosomales del DIC (Elliott
etal. 2010; Masuelli etal. 2003; Guo etal. 2010). En pacientes con MCD, se ha
encontrado una reduccion del complejo cadherina-VE/p-catenina, lo cual resulta en
una menor supervivencia de las células endoteliales (Schéafer etal. 2003). La
subfamilia de las protocadherinas, del tipo no tradicionales, difiere en cuanto a
estructura y funcion de las cadherinas clasicas (Morishita & Yagi 2007) y debido a su
estudio fundamentalmente en el sistema nervioso, han sido asociadas a diversas
patologias neuroldgicas (Pedrosa et al. 2008). También se ha descrito su papel en
algunos tipos de cancer (Terry et al. 2013). A pesar de los recientes avances en el
conocimiento de esta familia, todavia se desconocen sus implicaciones en la IC y en

las enfermedades cardiovasculares.

Las integrinas participan en las adhesiones célula-matriz, mediante los tipos de
uniones explicados anteriormente. Entre las funciones de las integrinas en el
miocardio, se encuentran funciones mas ubicuas (adhesiones y sefializacién) y otras
mas especificas del tejido como la transmisién de sefales mecanicas o el
funcionamiento de los canales iénicos (Figura 13) (Israeli-Rosenberg et al. 2014). En
el miocardio, las mas expresadas son a1p1, a5p1, a7p1, ademas de encontrarse otras

como a6, a9, a10, p3 y pS5. Los niveles de expresion de estas proteinas varian segun
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las etapas del desarrollo o en estados patoldégicos como post-infarto de miocardio
(Mittal et al. 2013).

JiT
. Adhesion celular/adhesiones
Regulacion de ,.  focales/formacion de costameros

Miocarditis por .
canales iénicos y Ca

captacion viral

Akt

Sefalizacion
GV_“

-

Crecimiento y
diferenciacion celular

_Protgccjén Crecimiento,
isquémica hipertrofia

Figura 13. Funciones de las integrinas en el miocito (extraida de Isareli-Rosenberg et al,
2014).

Existen evidencias sobre el papel de la integrina-p1D en la supervivencia de los
cardiomiocitos, ya que en pacientes con MCD y MCI la expresion de esta proteina se
encuentra disminuida respecto a los controles (Pfister et al. 2007). Las integrinas estan
relacionadas con procesos inflamatorios en el miocardio, tanto en las fases del dafo
tisular como en la reparacién y procesos fibréticos que constituyen el remodelado. Se
han descrito en modelos animales las implicaciones de ILK (quinasa ligada a
integrinas) y las integrinas en la atenuacion y mejora de la funcién cardiaca post-
infarto (Mao et al. 2014).

En definitiva, todos los estudios anteriores demuestran que las MA estan
implicadas en numerosas patologias cardiovasculares, y esto sugiere que podrian
existir alteraciones en ellas durante el desarrollo y progresion de la IC crénica. En las
investigaciones realizadas en modelos animales se han mostrado implicaciones de
ciertas MA en el desarrollo de cardiomiopatias, sin embargo, no existen estudios que
investiguen las alteraciones de las MA a partir de muestras cardiacas de pacientes con

insuficiencia cardiaca de origen isquémico y dilatado y comparando los cambios con
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miocardio de pacientes sanos. Por todo ello, es necesario profundizar en el estudio de

la expresion de estas moléculas en el miocardio humano y sus implicaciones en la IC.
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La complejidad de la insuficiencia cardiaca implica diversas etiologias y
requiere de una evaluacion diagnostica amplia para determinar el origen de la
patologia. Tras un dafo miocardico, se producen diversos cambios celulares y
tisulares que provocan alteraciones en los principales procesos de homeostasis del
miocardio y resultan en una disfuncion ventricular y hemodinamica. Las moléculas de
adhesién se encargan de mantener la estructura tisular, participar en procesos como la
migracion celular, y estan relacionadas con la inflamacién. Han sido implicadas en los
procesos inflamatorios miocardicos producidos tras una isquemia, asi como
localizadas en las alteraciones estructurales del miocardio patoldgico. Existen estudios
en modelos animales que muestran relaciones entre los cambios en las moléculas de
adhesion y la funcion ventricular. Sin embargo, no se conoce el papel de las moléculas
de adhesién en la insuficiencia cardiaca humana y los cambios producidos respecto a
pacientes sanos. Por todo ello, nuestra hipdtesis de trabajo se basa en que la
insuficiencia cardiaca avanzada, de etiologia isquémica y dilatada, podria relacionarse
con alteraciones en la expresidén de las moléculas de adhesion celular. Ademas, nos
planteamos que las alteraciones en estas moléculas podrian estar relacionadas con
parametros de funcién ventricular y hemodinamicos, sugiriendo nuevas vias de estudio

para el desarrollo de potenciales dianas terapéuticas en la insuficiencia cardiaca.

Analizando el tejido cardiaco (ventriculo izquierdo) de un grupo de pacientes
sometidos a trasplante de corazén y diagnosticados de insuficiencia cardiaca, de
etiologia isquémica y dilatada, y de un grupo de pacientes control sin enfermedad
cardiaca, se pretende confirmar la hipotesis de esta tesis mediante los siguientes

objetivos:

1. Estudiar la expresion génica de las moléculas de adhesion celular en corazones
explantados de pacientes con insuficiencia cardiaca crénica y de corazones

control mediante secuenciacion masiva de ARNm.

2. Estudiar las relaciones de los niveles de expresion de las moléculas de adhesién
con los principales parametros funcionales y hemodinamicos alterados en

pacientes.

3. Analizar los niveles proteicos de las moléculas de adhesién en el ventriculo

izquierdo de estos pacientes.
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4. Evaluar la estructura del disco intercalar mediante microscopia electronica en

miocardio sano comparando con tejido cardiaco de pacientes con insuficiencia
cardiaca.

5. Establecer un modelo animal de insuficiencia cardiaca créonica con el fin de
obtener informaciéon sobre las alteraciones de las moléculas de adhesion

durante la progresion de la insuficiencia cardiaca y establecer las bases para el
desarrollo nuevas estrategias terapéuticas.
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1. GRUPOS CLINICOS

Los pacientes con IC de los cuales se extrajeron las muestras incluidas en este
estudio provenian de la Unidad de Trasplante Cardiaco del Hospital Universitario y
Politécnico La Fe. Todos los pacientes fueron diagnosticados de IC basandose en los
criterios de la ESC y de la AHA (McMurray et al. 2012; Yancy et al. 2013). Se disponia
del historial clinico de cada paciente con toda la informacion acerca de comorbilidades
y cronologia de la IC. Previo al trasplante, se realiz6 a los pacientes un estudio en el
Servicio de Cardiologia del hospital en el cual se determind su bioquimica sérica y
hematologia, hemodinamica, radiografia toracica, ECG, eco-Doppler y angiografia

coronaria.

Para el diagndstico de los pacientes con IC se siguid el consenso establecido
entre la OMS y la World Heart Federation (WHF), para identificar las diferentes
etiologias de las miocardiopatias (Richardson et al. 1996). La MCD no isquémica se
establecié como etiologia en los pacientes que no mostraron antecedentes de angina
de pecho tipica o infarto de miocardio, el ECG no mostraba signos de necrosis
miocardica y las arterias coronarias aparecian normales en la angiografia. Ademas, la
funcioén ventricular de estos pacientes estaba reducida (FE<40%) y presentaban una
dilatacion ventricular (diametro diastolico del VI (DDVI) >55mm) sin presencia de
hipertrofia. El grupo de pacientes que se consideré con IC de etiologia isquémica
(MCI) tenian varias caracteristicas comunes, como antecedentes de infarto agudo de
miocardio, alteraciones ecocardiograficas (segmentos disquinéticos alternados con
normales) y ECG con signos de isquemia o necrosis. Los pacientes con insuficiencia
cardiaca de origen hipertenso, valvular o de caracter genético hereditario o congénito,

no fueron incluidos en el estudio.

El tratamiento médico establecido a los pacientes se baso en las guias de la
European Society of Cardiology (ESC) (McMurray et al. 2012). Todos los pacientes se
sometieron a pruebas de esfuerzo y fueron clasificados funcionalmente segun los

criterios de la New York Heart Association (NYHA):

» Clase funcional Ill (NYHA Ill): los pacientes tienen enfermedad cardiaca que
causa una marcada limitacion de la actividad fisica. Se sienten confortables en
reposo. La actividad fisica leve provoca fatiga, palpitaciones, disnea o angina

de pecho.
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+ Clase funcional IV (NYHA [V): los pacientes presentan enfermedad cardiaca
que causa incapacidad para realizar cualquier actividad fisica sin molestias.

Los sintomas de la IC o sindrome anginoso pueden estar presentes incluso en

reposo. Si se realiza cualquier actividad fisica el malestar se incrementa.

Las muestras controles (CNT) provenian de pacientes de trasplantes no
realizados (n=10), tras ser excluidos para dicho fin, y no presentando patologias
cardiacas o sistémicas. No se obtuvieron datos de los pacientes de acuerdo a la Ley
de proteccién de datos. La funcién ventricular era normal (>50%), no existia infeccion
activa en el momento del trasplante y la causa de la muerte fue por accidente
cerebrovascular (68%) o de trafico (32%). La media de edad fue de 4617 afios y el

69,2 % eran hombres.

El presente estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Biomédica del Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Informe 2016/0320) y se
realiz6 de conformidad con las lineas directivas de la buena practica clinica y las
normas éticas para las experimentacion humana establecida por la Declaracion de
Helsinki (Macrae 2007). Tanto los pacientes con IC, como los familiares en el caso de
corazones pertenecientes al grupo CNT, dieron su consentimiento informado de forma

escrita para la obtencion de las muestras de tejido.
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2. MUESTRAS BIOLOGICAS DE TEJIDO CARDIACO

2.1. OBTENCION

Las muestras de VI procedentes de pacientes con MCD y MCI, asi como de los
CNT sanos, se tomaron de la zona cercana al vértice o apex del VI, con un tamafo de
5 cm? aproximadamente (Figura 14). Se extrajo la muestra con unas tijeras romas y
pinzas quirurgicas sin dientes e inmediatamente se introdujeron en una solucién estéril
de NaCl al 0,9% contenida en un recipiente refrigerado a 4°C para transportarla hasta
su procesamiento. El tiempo medio transcurrido desde la pérdida de circulacion

coronaria hasta el almacenamiento a -80°C de las muestras fue de 4,4 + 3 horas.

A

19,5 cm

16,4 cm

2,5cm

2cm

18,4 cm

Figura 14. Corazones de pacientes con MCD (A) y MCI (B). Dimensiones y morfologia de

la muestra (C).
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2.2. PROCESADO Y ALMACENAMIENTO

Tras el transporte, se realizd6 un procesado inicial de las muestras en el
laboratorio que consistié en retirar los restos de tejido epicardico y endocardico, asi
como los posibles musculos papilares que pudieran encontrarse en el area de la
muestra. Para la adecuada conservacion del tejido, todo este proceso se realiz6
manteniéndolas inmersas dentro de placas Petri con suero fisiolégico refrigerado a
4°C, realizando lavados para eliminar los restos de sangre y coagulos. Se conservoé el
miocardio, objetivo del estudio, y se fragmenté en pequefios segmentos cuadrados

(0,5 cm?) de tejido para almacenarlos en crioviales a -80°C.
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3. ANALISIS MOLECULAR DE LAS MUESTRAS DE TEJIDO CARDIACO

3.1. EXTRACCION DE PROTEINAS

Se cortaron 25 mg de cada muestra de VI almacenadas previamente en
criotubos a -80°C. Estas muestras fueron introducidas en tubos Lysing matrix D,
especificos para su uso en el homogenizador Fast Prep-24 (MP Biomedicals, USA), en
tampdn de extraccion proteica total en proporcién 1/10 con el peso de la muestra (2%
SDS, 10 mM EDTA, 6 mM Tris—HCI, pH 7,4) con inhibidores de proteasas (25 ug/ml de
aprotinina y 10 ug/ml de leupeptina). Se realizaron 6 pulsos de 60 segundos a 6,5 m/s
con el programa CY:24x2 del homogenizador Fast Prep con el rotor en todo momento
a4°C.

Seguidamente, se alicuotaron los homogenados obtenidos en tubos estériles
tipo eppendorf de 1,5 ml y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 5 minutos a 4°C
(Eppendorf Modelo 5415R). Se recogid el sobrenadante y se transfirid a tubos
estériles de 1,5 ml para realizar seguidamente la determinacion proteica de las

muestras.
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3.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA

La cuantificacion de la concentracion de proteinas de las muestras se
determind mediante la modificacion de Peterson (Peterson, 1977), del método
espectrofotométrico de Lowry et al. (1951), basado en la proporcionalidad entre la
intensidad de color en la disolucion y la concentracion proteica, segun la Ley de

Lambert-Beer:
A= ¢-l-cC

donde A es la absorbancia, € es el coeficiente de absorcién molar dependiente de la
longitud de onda (I'mol-1-cm-1), [ es la longitud del camino o6ptico (cm), y ¢ es la

concentracion de la sustancia (mol/l).

La determinacion de la cantidad proteica se estableci6 mediante dos
reacciones quimicas (Total Protein Kit., Micro Lowry, Sigma Diagnostics, San Luis,
USA) que son complementarias (Figura 15): (1) el tartrato cuprico en medio alcalino se
une a los atomos de nitrégeno de los puentes peptidicos de las proteinas, formando
complejos de color azul palido, y (2) el principal componente del reactivo amarillo Folin
& Ciocalteau, denominado acido fosfomolibdotungstico, es reducido por los grupos
fenolicos de los residuos de tirosina presentes en las proteinas dando lugar a un color

azul intenso.

restos fendlicos

deﬂroslnas
Reactivo de Folin
(We+, Mo%+)
H g (color amarillo)
‘ »

~~_——-

--C--N--C-- II--N--
O H R OH

Complejo Cu**-proteina Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido
(color azul pélido) ( WS+, Mo®)

(color azul)

Figura 15. Reacciones quimicas para la determinacion del método Lowry.
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La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 620 nm, utilizando la
longitud de onda de 450 nm como referencia. La concentracién proteica se calculd por
interpolacion de la absorbancia utilizando una curva de calibracién con seroalbumina

bovina (BSA) a distintas concentraciones como estandar (Winters y Minchin 2005).

Después de determinar la concentracion de proteinas de las muestras, se
hicieron alicuotas de 60 ul en tubos estériles de 0,5 ml, que se congelaron a -80°C

hasta su utilizacion en técnicas de analisis de proteinas y extraccion de ARN.
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3.3. ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT
3.3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

El primer paso fue la descongelacién a 4°C de las muestras y su preparacion para la
electroforesis. Se utilizaron geles NuPAGE® Novex Bis-Tris 4-12% de poliacrilamida de
20 pocillos. El volumen final de carga en los geles fue de 25 pl. Se utilizaron
condiciones de electroforesis no reductoras y los volumenes de reactivos siguientes
(Tabla 6):

Tabla 6. Volumenes y reactivos utilizados para la electroforesis de las muestras.
NuPAGE® Novex Bis-Tris

4-12% polyacrylamide
Muestra *
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4X) 6,25 ul
Agua bidestilada **
* Volumen de muestra necesario para tener una concentracion de proteina de 30 ug/25 pul. **

Volumen de agua bidestilada necesario para completar el volumen final de 25 pl.

Las muestras se calentaron a 70°C durante 10 minutos en un bloque
termostatico (Thermolyne Analog High Temp Modular Dri Bath Blocks, Barnstead
International) para la electroforesis. Los geles se colocaron en una cubeta (XCell 4
SureLockTM Midi-Cell Runner, Invitrogen) con el tampén de electroforesis MES 1X
(20X NuPAGE® MES SDS Running Buffer, Invitrogen). En el primer pocillo se cargé el
marcador de peso molecular conocido (Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard,

Invitrogen, Rango 3,5-260 kDa) y el volumen de carga correspondiente.

La separacién electroforética de las diferentes proteinas se realizé de acuerdo
con el procedimiento desarrollado por Laemmli (Laemmli, 1970) y las condiciones de
voltaje y amperaje fueron de 200 V y 200 mA durante 90 minutos. De este modo se
separo la proteina PCDHGAS3 de peso 101 KDa, en gel (13 x 8,3 cm) de poliacrilamida
en gradiente 4-12% (NuPAGE® Novex Bis-Tris) 4-12% poliacrilamida con 20 pocillos.
Mediante este tipo de electroforesis SDS-PAGE las proteinas se separaron en funcién
de su tamafo y carga, debido a la utilizacion del detergente anidnico SDS que permite
la desnaturalizacién de las proteinas al eliminar su estructura secundaria y terciaria, y

cargandolas negativamente de forma proporcional a su masa.
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3.3.2. Transferencia en seco

Las proteinas separadas se transfirieron de los geles de poliacrilamida a
membranas de PVDF mediante la utilizacion del sistema de transferencia en seco
iBlot™ Dry Blotting System (Invitrogen). Esta transferencia se produce por un campo
eléctrico (electrotransferencia) mediante el montaje de un sandwich con los
componentes requeridos (Figura 16). Los iBlot® Gel Transfer Stacks (matrices
gelificadas superior e inferior) incorporan los tampones de anodo y catodo actuando
como depdsitos de iones. Este formato elimina la necesidad de utilizar tampones
elaborados previamente, se minimiza la manipulaciéon y la consistencia de la
transferencia es mayor al no generar el anodo de cobre atomos de oxigeno como
resultado de la electrolisis del agua, como ocurre en la transferencia humeda. El
disefio de la unidad iBlot® Gel Transfer Device reduce la distancia entre los electrodos
y el voltaje necesario. De este modo, al combinarse con la tecnologia de la matriz
gelificada de los iBlot® Gel Transfer Stacks, se genera una alta energia y corriente que

aumentan la velocidad y reducen el tiempo de transferencia de las proteinas.

El primer paso fue desencastrar el gel del cassette por medio de una espatula,
y se situd sobre un papel de filtro humedecido (iBIot® Filter Paper). Se eliminaron las
partes no deseadas (inferior o reborde y la parte superior correspondiente a los
pocillos, Stacking gel). A continuacion, se abri6 el envoltorio conjunto del anodo y el
catodo (iBlot® 2 Transfer Stacks) y se situd el gel en contacto directo sobre la parte
correspondiente al anodo que contenia la membrana de PVDF (0,2 uym), y el papel de
filtro situado en la parte superior. Para evitar la aparicién de posibles burbujas en la
membrana durante la transferencia, se utilizé el rodillo Blotting Roller. Después se
coloco el catodo sobre el papel de filtro, quedando la superficie de cobre en la cara
externa y se volvieron a eliminar las posibles burbujas con el Blotting Roller.
Finalmente, se colocé el sandwich montado sobre el dispositivo iBlot® 2 Gel Transfer
Device y una esponja de resina de melamina gris (iBlot® 2 Absorbent Pad) en la parte
superior sobre el catodo. Esta esponja lleva una tira metalica adherida para hacer
contacto con la tapa de la unidad de transferencia, y de esta forma completar el
circuito eléctrico. El exceso de liquido de los stacks que se produce durante la
transferencia también se absorbié con esta esponja, que también genera la presion
necesaria y uniforme para el ensamblaje de las diferentes partes dentro de la unidad.
El programa de transferencia elegido tenia unas condiciones de voltaje constante de

20V y una duracion de 10 minutos.
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Gel NuPAGE®
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Anodo de cobre

Figura 16. Esquema de transferencia en seco mediante el sistema iBlot™ Dry Blotting

System (Invitrogen) (modificada de https://www.thermofisher.com).

Tras la transferencia, se tifié el gel para comprobar la eficacia de la misma. Se
incubd la membrana de PVDF con tampén TBS con 0,05% de Tween (TBS-T) y 1% de
BSA (Tipo V, Sigma), durante toda la noche a 4°C, para bloquear los sitios de unién

inespecificos.
3.3.3. Tincion de geles

Se utilizé el kit de tincion de Coomassie (Colloidal Blue Staining Kit, Invitrogen)
para tefir los geles. La tincién se realizé6 sumergiendo el gel en la solucion de tincién
(20% Stainer A, 5% Stainer B 'y 20% metanol) durante un minimo de 3 horas y un
maximo de 12 horas en agitacion. Tras la tincion, se lavé con agua bidestilada, para
eliminar el exceso de tincién también en agitacion suave durante al menos 7 horas y
un maximo de 3 dias; o hasta que no se aprecian cambios en la intensidad de las

bandas.
3.3.4. Inmunodeteccion

Para la inmunodeteccion de las proteinas transferidas se utilizé el protocolo de
Towbin (Towbin et al. 1979):

* Lavado de la membrana con TBS-T: se cambid la solucién de bloqueo (BSA)
por TBS-T.
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* Incubacién con el anticuerpo primario: se retir6 el TBS-T, y se incubaron las
membranas con una solucion de TBS-T con el anticuerpo primario anti-
PCDHGAS3 (Santa Cruz) a una dilucion 1:100 durante 2 horas a temperatura
ambiente y en agitacion suave, en nuestro caso.

* Lavados: se realizaron 3 lavados con TBS-T de 5 minutos cada uno en
agitacion.

* Incubacién con el anticuerpo secundario: se incubaron las membranas en
anticuerpo anti-cabra conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich) durante
1 hora a temperatura ambiente y en agitacion suave.

* Lavados: 3 lavados con TBS-T durante 5 minutos y 3 lavados mas con TBS, en
agitacion.

* Revelado del antigeno-anticuerpo: se incub6 la membrana con solucion de
revelado BCIP/NBT (SigmaFastTMBCIP /NBT tablet, Sigma-Aldrich) preparada
en el momento de uso y en oscuridad (1 pastilla + 10 ml de agua bidestilada).
La reaccion se mantuvo en oscuridad durante 1 hora maximo. El cloruro de
nitroblue tetrazolium (NBT) es un compuesto formado por la unidon de dos
grupos tetrazol con un alto poder oxidante. Se utiliza para la deteccién de la
actividad de la fosfatasa alcalina que se usa como marcado conjugado a un
anticuerpo. El 5-bromo-4-cloro-3'-indolfosfato (BCIP) se trata de un sustrato
cromogeénico artificial que se usa para la deteccion colorimétrica de la actividad
de la fosfatasa alcalina, la cual hidroliza BCIP a 5+bromo-4-cloro-3-indolil y
fosfato inorganico (Horwitz & Webb 2003). El bromo-cloro-indol, separado del
grupo fosfato, sufre tautomerizacion y luego mediante NBT se oxida a un

compuesto insoluble de color violeta (5,5'-dibromo-4,4'-dicloro indigo White)

(Figura 17).
¢ BCIP cl DDIW
Il
0 f—OH I Br Br

oH +HPO— ” N
Fosfatasa
Alcalina Tautomerizacion H

NBT WBT-formazan
5-Bromo- 4 Cloro 5,5'- leromo-4,4
3"-Indolfosfato Dicloro - Indigo White

Figura 17. Reaccion NBT/BCIP (extraida de http.//lookfordiagnosis.com).

* Control de carga: se utilizé anti-GAPDH monoclonal en suero de raton (Abcam)
a una dilucién 1:1000 que se incubd igual que el anticuerpo primario, y a

continuaciéon con anticuerpo secundario anti-ratdon conjugado con fosfatasa
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alcalina (Sigma-Aldrich).

Parada de la reaccion colorimétrica: tras la aparicion de las bandas se paré la
reaccion con un lavado de agua bidestilada y se realizaron a continuacion 3
lavados con agua bidestilada de 10 minutos para dejar secar finalmente la
membrana sobre papel de filtro durante al menos 24 horas.

Analisis cuantitativo de las membranas: se digitaliz6 la membrana seca
utilizando una estacién de analisis de imagen para aplicaciones colorimétricas
y fluorescencia (DNR Bio-lImagining Systems), con un software de
cuantificacién de geles y membranas (GelQuant Pro v 12.2). Se relativizaron

finalmente los valores obtenidos a G6PDH y al grupo CNT.
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3.4. ANALISIS MORFOLOGICO Y ESTRUCTURAL
3.4.1. Inclusion en resinas Epon 812

Las muestras de tejido miocardico (1 mm?®) de los corazones con MCD y MCI
se fijaron en tampén cacodilato 0,1 M (pH 7,4) con 1,5% de glutaraldehido y 1% de
formaldehido durante 1 hora a 4°C. A continuacién, se lavaron con tampon cacodilato
0,1 M y se incubaron en una solucion de tetraéxido de osmio (OsO4) al 1% durante 3
horas a 4°C en oscuridad. Posteriormente, el tejido se incubd en oscuridad en una
solucion de acetato de uranilo al 2% a temperatura ambiente. En el siguiente paso, se
deshidrataron las muestras a 4°C en una serie de acetonas de gradacién creciente
(25, 50, 75, 90, 95 y 100%).

Para la inclusién se introdujeron las muestras en mezclas de Epon-acetona a
proporciones variables (1:3, 1:1 y 3:1) durante 1 hora a 4°C, seguidas de tres
inclusiones en Epon Sil sin ningin otro compuesto durante 1 o 2 horas
respectivamente a temperatura ambiente. Finalmente, se realizdé una inclusion final

dejando el tejido durante 48 horas en Epon Sil puro a 60°C.
3.4.2. Corte y tincion de rejillas de cobre

Inicialmente, se evaluaron las secciones semi-finas en un microscopio optico
(Olympus BX-50) antes de proceder a realizar las secciones ultrafinas (80 nm). Estas
se realizaron en ultramicrotomo (Leica EM UC6) y para el montaje se utilizaron rejillas
de niquel. Tras un reposo de 12 horas, se tifieron las secciones con una serie de
reactivos. En primer lugar, una diluciéon de 1% de acetato de uranilo (2% uranilo,
etanol 100°) durante 20 minutos en oscuridad, seguida de un lavado con agua
bidestilada. A continuacién, una segunda tincién con 2,7% de citrato de plomo (citrato
sodico dihidrato 0,2 M; nitrato de plomo 0,08 M; NaOH 1 M) durante 3 minutos
(Portolés et al. 1994). Se dejaron secar las rejillas y se conservaron a temperatura
ambiente y protegidas de polvo y otros agentes hasta ser analizadas en el

microscopio.
3.4.3. Analisis estructural mediante microscopia electronica de transmision

Se examinaron las muestras mediante microscopia electrénica de transmisién
(Philips CM-100), con una camara Soft Imaging Systems MegaView Il CCD. Para la

observacion de la ultraestructura miocardica se utilizaron aumentos de X15000 de las
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diferentes secciones. Antes de comenzar con el andlisis, se inspeccionaron las
secciones para evitar seleccionar micrografias con artefactos o bandas de contraccion.
Se realizé un muestreo aleatorio uniforme sistematico (Lucocq 2008) para seleccionar

las secciones que se habian escogido en la inspeccion anterior.

El analisis histomorfométrico del disco intercalar se realizd siguiendo el
protocolo descrito por Basso et al (Basso et al. 2006). Se midié6 el indice de
convolucion, expresado como la distancia real del disco dividida por la distancia total

de extremo a extremo.

Para homogenizar el proceso de analisis de las muestras, se llevaron a cabo
unas estrategias que minimizaran la variabilidad entre observadores y la variabilidad
individual. La variabilidad inter-observador se intenté reducir realizando el analisis al
azar por dos observadores, cada uno de ellos cegado a los resultados obtenidos por el
otro y sin conocer la patologia de la muestra. La variabilidad intra-observador se
intenté disminuir realizando un analisis del mismo numero de muestras analizadas por

el mismo observador en dos dias consecutivos.
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3.5. ANALISIS DE SECUENCIACION DE ARN

Para analizar el transcriptoma celular, es decir las transcripciones de una célula
en un momento determinado, se ha desarrollado la técnica RNA-seq. Esta técnica de
préxima generacion (NGS) permite reproducir la presencia de ARNm, ARNt, ARNr y
otros ARN no codificantes, ademas de cuantificar sus niveles. La evoluciéon de NGS
permite una mayor cobertura de bases de la secuencia de ADN, asi como mayor
rendimiento, proporcionando de decenas a cientos de millones de lecturas de
secuencia e informaciéon sobre miles de millones de bases individuales. Esta
capacidad permite que se estudien las bases que se estan transcribiendo en ese
momento exclusivamente y por lo tanto realizar una medicion de los niveles de
expresion real. Con esta técnica se pueden identificar ademas otros eventos en el
transcriptoma como splicing alternativo y de fusién génica o polimorfismos de un solo
nucleoétido (SNP).

La secuenciacion se puede realizar a partir de muestras de ARN de novo, sin
requerir de un genoma de referencia (Wang etal. 2009). El paso previo a la
secuenciacion es la generacion de una libreria del transcriptoma celular (Figura 18),
por lo que es importante obtener muestras de calidad. Para mejorar la deteccion de
todos los tipos de ARN, incluyendo los minoritarios, se utilizan kits comerciales que
reducen la deteccién de los mas abundantes, como por ejemplo el ARNr, el cual

supone el 80% del total en las células.
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Figura 18. Esquema de la construccion de la libreria del transcriptoma completo
(modificada de Applied Biosystems).

3.5.1. Extraccion de ARN poli (A)

Para generar librerias del transcriptoma completo que fueron utilizadas en la
secuenciacion se obtuvieron muestras de ARN poli(A) mediante la plataforma SOLID
5500XL (Life Technologies), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La
homogenizacion del tejido se llevd a cabo con el ensayo comercial Tri® Reagent
(Sigma-Aldrich). Las muestras de VI estaban almacenadas a -80°C, y de ellas se corto
una fraccion de aproximadamente 25 mg. Este fragmento se homogenizé en presencia
del tampén TRIzol®, que contiene isotiocianato de guanidina y fenol, mediante el

homogenizador TissuelLyser LT (Qiagen) con bolas de carburo de tungsteno de 3 mm.
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Para las extracciones de ARN se utilizé el kit PureLink™ RNA (Ambion by Life
Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se anadié etanol 70°
mezclando por inversion, y se pasod todo el volumen por tubos spin Cartridge que
contienen una membrana de silice a la cual se adhiere el ARN. Se realizaron dos
lavados de la columna, primero con 700 uyl de tampon de lavado | y a continuacién dos
veces con 500 ul de tampdn de lavado Il para eliminar cualquier impureza. Finalmente,
el ARN se eluyd con 35 pl de agua libre de RNasas y se determind su concentracion
mediante un espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). La
integridad de las muestras se evalué mediante una plataforma basada en microfluidos
(2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies) con el kit RNA 6000 Nano LabChip®. Las
muestras presentaron una proporcion 260/280 mayor de 2,0 y alcanzaron un RIN =9

(Figura 19). Finalmente, se conservo el ARN extraido y cuantificado a -80°C.

Para el aislado del ARN poli(A) se utilizan 25 ug de ARN extraido previamente,

mediante el kit MicroPoly(A) Purist™

(Ambion by Life Technologies) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Cada muestra de ARN se uni6 a una celulosa de
oligo(dT), y para ello se transfiri6 la muestra de ARN a un tubo que contenia la
celulosa de oligo(dT) y se mezclé por inversion para resuspender completamente la
resina. A continuacion, se calentdé la mezcla durante 5 minutos a 65°C, para
desnaturalizar la estructura secundaria y maximizar la hibridacion entre las secuencias
poli(A) del ARN y las secuencias poli(T) de la resina. Para facilitar esta union, la
incubacion se realizdé en balanceo constante a temperatura ambiente durante 1 hora.
Posteriormente, se precipitd la resina y se lavo para eliminar la muestra no unida

especificamente y el ARNr.

A B
4000 — —
- 18S
2000 — w— [U;(]) 285
1000 — w—
20
500 — w—
0
200 — w— T T T

T T T
25 200 1000 4000 [nt]

06— — —

Figura 19. Analisis de la calidad del ARN de una muestra con un RIN de 9,1. En el gel de
ARN de la izquierda se observan las bandas del marcador (A) y de la muestra (B). En el

electroferograma correspondiente a la derecha, se observan los picos de las subunidades
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ribosémicas 18S y 28S. UF, unidades de fluorescencia; nt, nucledtidos.

Por ultimo, se recuperd el ARN poli(A) con la solucién de almacenamiento
previamente calentada a 70°C. Este ARN se precipitd con acetato de amonio 5 M,
glicégeno y etanol 100°. Finalmente, se resuspendié en solucién de almacenamiento y

se conservo a - 80°C hasta su posterior uso.
3.5.2. Fragmentacion y purificacion del transcriptoma completo de ARN
3.5.2.1 Fragmentacion del ARN poli(A) mediante la RNasa |l

La fragmentacion del ARN poli(A) es necesaria para obtener los tamanos de
insercién adecuados para la secuenciacion en el equipo SOLID™, antes de proceder a
la ligacion. Primero se prepard una reaccién para cada muestra de ARN poli(A) (100-
500 ng) a 4°C que contenia 1 pl de tampon RNasa Ill 10X, 1 yl de RNasa Ill y agua
libre de nucleasas hasta completar los 10 yl. Se incubdé en un termociclador a 37°C
durante 10 minutos e inmediatamente después, se afiadieron 90 ul de agua libre de
nucleasas. Esta digestion con RNasa Ill deja grupos 5 fosfato y 3’ hidroxilo en los
fragmentos de ARN resultantes que pueden usarse directamente en las reacciones de
hibridacion y de ligacién. Por lo tanto, la fragmentacion proporciona comodidad vy

robustez para el analisis integral del transcriptoma utilizando el sistema SOLID™ .
3.5.2.2 Purificacion del ARN fragmentado

El ARN fragmentado obtenido en el proceso anterior se mantuvo a 4°C y entre
0 a 60 minutos después se purificé usando el RiboMinusTM Concentration Module
(Invitrogen). Con este producto se consigue eliminar hasta el 95-98% de las moléculas

de ARNr humano, con lo cual se enriquece todo el espectro de transcritos de ARN.

Para purificar el ARN se cargé la muestra en una columna y se afiadieron 100
pl de tampédn Binding y 250 ul de etanol 100° para proceder a continuacion a la
centrifugacion a 12.000 g durante 1 minuto. EI ARN se une a la membrana de silice
presente en esta columna y las impurezas son lavadas exhaustivamente mediante
tampon de lavado. Se volvié a centrifugar a maxima velocidad (25.000 g) para eliminar
cualquier residuo de tampon de lavado. Por ultimo, se eluyd el ARN con agua libre de
RNasas. Para ello se colocé la columna en un tubo de recuperacion y se afiadieron 12
Ml de agua libre de RNasas. La columna y el tubo se centrifugaron a maxima velocidad

durante 1 minuto y se recupero6 el ARN.
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3.5.2.3 Evaluacion del rendimiento y la distribucion de tamafio del ARN

fragmentado

Se utilizé el kit Quant-iT™ RNA Assay en el Qubit® Fluorometer (Invitrogen)
para evaluar el rendimiento del ARN. Para evaluar la distribucion de tamarno del ARN
fragmentado se diluyd 1 pl de la muestra (1:10) con agua libre de nucleasas y se
analizé en el bioanalizador Agilent 2100 con el kit RNA 6000 Pico Chip. Se utilizo el
software 27100 expert para examinar la distribucién del tamafno. Se debe obtener, en 3
pl, una concentracién 250 ng de ARN poli(A) y 2100 ng de ARN total empobrecido en
ARNr o 2100 ng de ARN control para poder proceder a la construccion de la libreria,

en el caso contrario la muestra se debe concentrar en una centrifuga de vacio.

3.5.3. Construccion de la libreria amplificada del transcriptoma completo

3.5.3.1 Hibridacién y ligamiento del ARN

Para la construccion de la libreria el primer paso es la hibridacion y el
ligamiento del ARN. Se transfirieron 5 pl de tampén de hibridacion (2 pl de SOLiD™
Adaptor Mix y 3 pl de solucion de hibridacién) a 3 pl de cada muestra de ARN
fragmentado y se incubaron en un termociclador a 65°C durante 10 minutos y a 16°C
durante 5 minutos. A continuacion, se afiadieron los reactivos de ligacion de ARN (10
pI de tampdn de ligamiento 2X y 2 yl de mezcla de enzima de ligamiento) y se incubé

en un termociclador a 16°C durante 16 horas.
3.5.3.2 Transcripcién reversa

En primer lugar, se preparo la mezcla de todas las reacciones que contenia 11
pl de agua libre de nucleasas, 4 pl de tampon RT 10X, 2 yl de dANTP Mix y 2 ul de
SOLiD™ RT Primer para cada reaccién. Se incubé esta reaccién en un termociclador a
70°C durante 5 minutos y luego se enfri6é en hielo. A continuacién, se afiadié 1 ul de la
transcriptasa reversa ArrayScript™ a cada muestra y se incubé en un termociclador a

42°C durante 30 minutos.
3.5.3.4 Purificacion del ADNc

Se purifico el ADNc obtenido mediante el kit MinElute® PCR Purification
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Primero se transfirié todo el ADNc
a un tubo eppendorf de 1,5 ml y se afiadieron 60 pl de agua libre de nucleasas y 500

pl de tampdn PB. A continuacion, se cargd el ADNc en una columna MinElute y se
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centrifugd a 13.000 g durante 1 minuto. Después el ADNc se lavé con 750 pl de

tampon PE y se eluyd con 10 pl de tampon EB.
3.5.3.4 Seleccion del tamafio del ADNc

El tamafio del ADNc se seleccioné mediante una electroforesis con el sistema
Novex® Pre-Cast Gel Electrophoresis (Invitrogen). Se mezclaron 5 ul de cada muestra
de ADNc y 5 ul de 50 pb DNA /adder, previamente diluido a 40 ng/ul, con 5 ul de 2X
Novex TBE-Urea Sample Buffer. A continuacién se calentaron en un bloque
termostatico (Thermolyne Analog High Temp Modular Dri Bath Blocks, Barnstead
International) a 95°C durante 3 minutos. Se cargaron los 10 yl de cada muestra en los
pocillos de los geles Novex® 6% TBE- Urea dentro de una cubeta de electroforesis
(XCell 4 SureLockTM Midi-Cell Runner, Invitrogen). El tampoén de electroforesis
utilizado fue TBE 1X (56X Novex® TBE Running Buffer, Invitrogen) y las condiciones de

voltaje fueron constantes de 180 V durante 25 minutos a temperatura ambiente.

El gel se tifid seguidamente durante 5-10 minutos con SYBR® Gold y se cort6
la region que contenia el ADNc de 150-250 nucledtidos, fragmentandolo verticalmente
en 4 piezas de 1 mm X 6 mm aproximadamente. SYBR® Gold es una tincién muy
sensible para la deteccion de ADN o ARN de doble o simple cadena en geles
electroforéticos, y se puede visualizar utilizando un transiluminador ultravioleta

estandar.
3.5.3.5 Amplificacion del ADNc

Para cada pieza de gel se prepard previamente a la amplificacion una mezcla
que contenia 10 pl de tampon de PCR 10X, 8 pyl de dNTP Mix, 2 ul de SOLIDTM 5’
PCR Primer, 1,2 pl de ADN polimerasa AmpliTag® y 76,8 ul de agua libre de
nucleasas. Se afiadieron 2 yl de SOLIDTM 3’ PCR Primer a la mezcla en tubos de 0,2
ml con cada pieza de gel. Se llevd a cabo la reaccién de PCR en un termociclador

siguiendo el programa siguiente (Tabla 8):

64



'y ]

</

Tabla 8. Amplificaciéon del ADNc.

Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos
Desnaturalizacién 95 30 segundos

15 ciclos Hibridacion 62 30 segundos
Extension 72 30 segundos

Extensién final 72 7 minutos

3.5.3.6 Purificaciéon del ADN amplificado

Para purificar el ADN amplificado se afiadieron 800 ul de tampdn de unién a
cada tubo y se utilizé el PureLinkTM PCR Micro kit (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En primer lugar, cada muestra se cargo en las columnas
del kit y se centrifugé a 10.000 g durante 1 minuto. A continuacién, se lavé el ADN con
600 pl de tampodn de lavado y, finalmente, se eluyd dos veces con 10 ul de tampén de

elucion.

3.5.3.7 Evaluacién del rendimiento y la distribucion de tamafio del ADN

amplificado

La evaluacion de la concentracion de ADN purificado se determind mediante un
espectrofotdmetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). En el caso de ser necesario, se
diluyé el ADN a <50 ng/ul mediante el kit DNA 1000 (Agilent) para poder realizar una
cuantificacién precisa. Para evaluar el rendimiento y la distribucion de tamafo se uso
una plataforma basada en microfluidos (2700 Bioanalyzer, Agilent Technologies) con
el kit DNA 1000 (Agilent) y el software 2100 expert, obteniendo el perfil que se muestra
en la Figura 20. Con esto, se calculd el porcentaje de ADN de 25-200 pares de bases
y se determiné el tamanio medio y la concentracion molar de la libreria de ADNc, que

fue de aproximadamente 500 pM.
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Figura 20. Perfil obtenido en 2100 Bioanalyzer de la libreria de ADNc.

3.5.4. Preparacion de Templated Beads

3.5.4.1. Preparacion de la reaccién de PCR de emulsién

Para generar muchas copias de la libreria de ADNc vy, por tanto, aumentar la
sensibilidad de la secuenciacion, se utiliza la PCR de emulsion (ePCR) ya que los
meétodos de secuenciacion de una sola molécula no son lo suficientemente sensibles.
Esta técnica se basa en utilizar un método de emulsion para realizar una amplificacion
clonal de una poblacién de fragmentos cortos de ADN en SOLID™ P1 DNA Beads.
Estas emulsiones se componen de una fase oleosa que contiene emulsionantes y una
fase acuosa que contiene los componentes de la PCR (template, cebadores, ADN
polimerasa y SOLID™ P1 DNA Beads). Durante la PCR se recubre la microesfera con
copias clonales (30.000 copias 0 mas) de las moléculas aisladas de ADN que seran
inmovilizadas para después secuenciarlas (Figura 21). Para la ePCR se utilizé el kit
SOLiD™ ePCR (Life Technologies).
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Figura 21. Método de emulsion para la amplificacion clonal de una poblaciéon de
fragmentos cortos de ADN en SOLIDTM P1 DNA Beads. A, fase acuosa y fase oleosa previa
a la emulsion. B, emulsidn previa a la amplificacién. C, emulsiéon después de la amplificacion.
D, templated beads y beads no amplificadas después de la rotura de la emulsién y el lavado de
las beads. E, beads enriquecidas y SOLIDTM P1 DNA beads después de la centrifugacion con
60% de glicerol. F, femplated beads después de la modificacion del extremo 3’ (modificada de

Applied Biosystems).
Se prepararon una serie de reactivos previamente:

- Fase oleosa: se mezclaron 1,8 ml de estabilizador 1, 400 ul de estabilizador 2 y
37,8 ml de aceite de emulsion. Se agitd y se dejo que la mezcla se
desgasificara durante al menos 20 minutos. (Figura 21A).

- Fase acuosa (para una concentracién de la libreria de 1.0 pM): se mezclaron
280 pl de tampdn de PCR 10X, 392 ul de mezcla de dNTPs, 70 pl de cloruro de
magnesio 1 M, 11,2 pl del cebador 1, 16,8 ul del cebador 2, 5,6 yl de Template
500 pM, 1.644,4 ul de agua libre de nucleasas y 300 ul de la ADN polimerasa
AmpliTaq Gold® 5 U/ul. (Figura 21A).
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- SOLID™ P1 DNA Beads: se agité un tubo de beads enérgicamente, tras dejarlo
reposar se elimind el sobrenadante y se resuspendié en 200 ul de solucion de
bloqueo. Las beads se sonicaron, se agitaron y se dejaron reposar para

eliminar el sobrenadante y volver a resuspender en tampon TEX 1X.

Para crear la emulsién se utilizé un ULTRA-TURRAX® Tube Drive (IKA®) (Figura
21B), que se repartié en cada uno de los pocillo de una placa de PCR de 96 pocillos
(150 pl de esta emulsion en cada uno) y ésta se sell6 con una pelicula adhesiva
transparente. La reaccion de ePCR se llevé a cabo en el sistema GeneAmp® PCR

9700 con las siguientes condiciones (Tabla 9):

Tabla 9. Programa de amplificacion de ePCR.

Desnaturalizacion inicial 95 5 minutos
Desnaturalizacién 93 15 segundos

40 ciclos Hibridacion 62 30 segundos
Extension 72 75 segundos

Extensién final 72 7 minutos

- 4 -

3.5.4.2. Rotura de la emulsién y lavado de las beads

Tras la ePCR, se rompi6 la emulsion con 2-butanol y las templated beads y las
beads no amplificadas se lavaron para eliminar el 2-butanol residual, la fase oleosa y
la fase acuosa que contiene los reactivos de la PCR. La emulsién se recogié en una
bandeja de recogida (SOLID™ Emulsion Collection Tray) y se afiadieron 12 ml de 2-
butanol pipeteando hasta su completa homogenizacion. A continuacién, se transfirio la
emulsién a un nuevo tubo de 50 ml y se centrifugé a 2.000 g durante 5 minutos. La
fase 2- butanol-aceite se decantd y el tubo se dejé boca abajo 5 minutos sobre papel

absorbente.

Se lavaron las beads a continuacion con 600 ul de tampoén de lavado durante 2
minutos. A continuacion, se resuspendieron con una pipeta y se transfirieron a un tubo
LoBind de 1,5 que se agité previamente a su centrifugacion a 21.000 g durante 1
minuto. Tras el centrifugado, se eliminaron la fase superior de aceite y el
sobrenadante. Se realiz6 otro lavado con 300 ul de tampén de lavado y, por ultimo, las

beads se resuspendieron en 200 ul de tampdén TEX 1X. Por ultimo, las beads se

68



J
sonicaron y se cuantificé una dilucién 1:10 con el SOLID™ Bead Concentration Chart y

el espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific).
3.5.4.3. Enriquecimiento de las templated beads

Para el enriquecimiento, que consiste en aislar las templated beads de las
beads no amplificadas o mal amplificadas, se usaron beads de poliestireno con un
adaptador P2 de cadena simple para su captura. En el proceso Se enriquecen las
beads tanto monoclonales como policlonales, el proceso estad disefiado para
enriquecer las templated beads derivadas de una reaccion ePCR produciendo desde

150 hasta 300 millones de templated beads.

En un primer paso, se elimind el sobrenadante de las beads enriquecidas
centrifugando a 21.000 g durante 2 minutos. Se realizaron dos lavados de 900 pl de
tampon de union y lavado y se resuspendieron con 350 pl de tampdn de unidn y
lavado, se afadieron 3,5 yl de oligo de enriquecimiento 1 mM. Tras 30 minutos a
temperatura ambiente, se lavaron las beads con 900 ul de tampdén TEX 1X dos veces
y se resuspendieron en 150 pyl de tampon de unidon 1X bajo en sal. Después se lavaron
con 300 pl de tampdn desnaturalizante tres veces y con 300 ul de tampdn TEX 1X tres
veces mas. Finalmente, se resuspendieron en 150 uyl de tampén TEX 1X y se

transfirieron a un tubo LoBind para sonicarlas.

Después de la sonicacion de las templated beads, la mezcla de beads se
incub6 a 61°C durante 15 minutos e inmediatamente se dejaron en hielo durante 2
minutos. Se anadieron 600 pl de glicerol 60% recién preparado y se centrifugdé a
21.000 g durante 3 minutos. El resultado es una capa superior formada por beads
enriquecidas (con o sin templated beads unidas) y una capa inferior de beads no
amplificadas (Figura 21E). La capa superior se recogi6 y se transfirié a un tubo LoBind
que contenia 1 ml de tampoén TEX 1X. Este tubo se agité y se centrifugd a 21.000 g
durante un minuto. Las beads se sedimentaron, se elimind el sobrenadante y se

resuspendieron en 400 pl de tampon TEX 1X.

Para aislar las beads P2 enriquecidas se centrifugaron a 21.000 g durante 1
minuto y se eliminé el sobrenadante. Después se lavaron dos veces con 400 ul de
tampon desnaturalizante y con 400 yl de tampdn TEX 1X dos veces mas. Las beads
se resuspendieron con 200 pl de tampdén TEX 1X y se sonicaron. Por ultimo, se
lavaron con 400 pl de tampdn TEX 1X y se resuspendieron en 400 pl de este mismo

tampon.
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3.5.4.4. Modificaciéon de los extremos 3’

La union covalente de las beads P2 enriquecidas a los portas de vidrio se
facilita mediante la adicion de dUTP al extremo 3’ de las templated beads P2 usando
una reaccion de la transferasa terminal. Primero se preparé el tampén de la reaccion
de transferasa terminal (500 pl por reaccion de ePCR) con 55 pl de tampén de
transferasa terminal 10X, 55 ul de cloruro de cobalto 10X y 390 pl de agua libre de
nucleasas. A continuacion, se lavaron dos veces las beads enriquecidas con este
tampon y finalmente se resuspendieron en 178 pl al que se afiadieron 20 ul de
solucion de enlazado 1 mM para sonicarlas. Después del sonicado se afiadieron 2 pl
de transferasa terminal (20 U/ul) y se mantuvo en rotacion a 37°C durante 2 horas. Se
lavaron las beads dos veces con 400 ul de tampdn TEX 1X y se sonicaron. Por ultimo,
se cuantificaron las beads con el SOLID™ Bead Concentration Chart y el

espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific).
3.5.5. Secuenciacion

La secuenciaciéon de las muestras se realiz6é en la plataforma SOLID 5500XL,
utilizando el protocolo 50625 paired-end y generando secuencias de 75 nucleotidos en
direccion directa y 35 nucledtidos en direccion reversa, mas 5 nucledtidos del barcode.
La tecnologia SOLID™ de Applied Biosystems utiliza un método enzimatico para la
secuenciacion que emplea una ADN ligasa (secuenciacién por ligacion) en vez de una
polimerasa para identificar la secuencia. Esta ligasa une los extremos de las
moléculas de ADN, es sensible a su estructura y tiene muy baja eficiencia cuando no
hay complementariedad entre las bases de dos cadenas. Este hecho resulta en que la
secuenciacion por ligacion depende de la sensibilidad de la ADN ligasa. La molécula a
secuenciar es una sola hebra de ADN desconocido y ha de tener por lo menos un
extremo de secuencia conocida. En este sistema hay dieciséis combinaciones de dos
nucleétidos con cuatro colorantes fluorescentes, cada colorante corresponde a un
conjunto de sondas de cuatro dinucleétidos por grupo (Figura 22). El ligamiento
preferente de la ADN ligasa por su secuencia especifica produce una sefial

correspondiente a la secuencia complementaria en esa posicion concreta.
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Figura 22. Codificaciéon de dos bases (modificada de Applied Biosystems).

Se depositaron las templated beads en portas de vidrio en disposicion aleatoria
después de la modificacion de los extremos 3’ de (Figura 23). Los portas pueden estar
segmentados en uno, cuatro u ocho secciones, de manera que se pueden cargar
diferentes muestras en la misma carrera. En general los portas de uno, cuatro y ocho
secciones pueden contener 165, 30 y 14 millones de beads P2, respectivamente. Una
vez cargado el porta en la plataforma, los cebadores hibridaron con la secuencia P1

de las templated beads.

Figura 23. Depésito de beads en portas de vidrio (modificada de Applied Biosystems).
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Una vez cargado el porta en la plataforma, los cebadores hibridaron con la

secuencia P1 de las tempated beads (Figura 24).
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Figura 24. Secuenciacion por ligacién (modificada de Applied Biosystems).

Las sondas de dos bases marcadas con fluorescencia compiten para la
ligacion al cebador de la secuencia, y la especificidad de la sonda se logra
interrogando a todas las primeras y segundas bases de cada reaccion de ligacion. Se
realizan multiples ciclos de ligacion, deteccion y escision, determinando el numero de
ciclos la longitud de la lectura. Después de una serie de ciclos de ligacion, se retira el
producto de extension y el template se restablece con un cebador complementario a la
posicion n-1 para una segunda ronda de ciclos de ligacion. En total, se completan
cinco rondas de restablecimiento de cebadores para cada secuencia (Figura 25).
Mediante este proceso, practicamente todas las bases son interrogadas en dos
reacciones de ligacién independientes por dos templates diferentes. Esta
caracteristica es fundamental para determinar la precision que posee el sistema
SOLiD™. Por ejemplo, la base en la posicion de lectura 5 se ensaya mediante el
cebador numero 2 en el ciclo de ligacién 2 y por el cebador numero 3 en el ciclo de

ligacion 1.
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Figura 25. Rondas de ciclos de ligacion (modificada de Applied Biosystems).

3.5.6. Analisis computacional de los resultados

Se utilizando el algoritmo de mapeo de Life Technologies
(http://www.lifetechnologies.com/; versién 1.3) para mapear las lecturas iniciales de
todo el transcriptoma obtenidas por secuenciacion contra la ultima versién del genoma
humano (versién GRCh37/hg19). Se utilizaron los parametros estandar del software
BioScope™, versién 1.3, en el andlisis de extremos pareados y de todo el
transcriptoma. Para ambas lecturas, directa y reversa, se establecieron los 25
primeros nucleétidos con un maximo de 2 errores permitidos. Los archivos alineados
se presentaron en formato BAM/SAM (Li et al. 2009). El software Picard Tools (version
1.83 (http://picard.sourceforge.net/command-line-overview.shtml) se utilizé para
eliminar las lecturas de mala calidad (puntacion Phred <10). A continuacién, se estimoé
la prediccion de genes usando el método de Cufflinks (Trapnell etal. 2010) y los
niveles de expresién se calcularon usando el software HTSeq, versién 0.5.4p3 (Anders
et al. 2015). Este método elimina las lecturas multimapeadas, considerando sélo las

lecturas unicas para la estimacién de la expresion génica.
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El analisis de expresion diferencial entre las condiciones patoldgicas y las
normales se realizé aplicando el método edgeR, version 3.2.4 (Robinson et al. 2010).
Este método se basa en diferentes procesos de normalizacion, profundidad de
muestras globales, composicién CG y longitud de los genes. Para incluir los genes en
el analisis se consideré un minimo de 20 lecturas. Para estimar la varianza de los
datos de RNA-seq en el proceso de la expresion diferencial, se usé un modelo de
Poisson que también tiene en cuenta la variabilidad biolégica. Como técnica para
moderar el grado de dispersién de los transcritos se usaron métodos de Bayes
empiricos que mejoran la fiabilidad de la inferencia. Los datos cuantitativos obtenidos

en el analisis de RNA-seq fueron depositados en la base de datos:

NIH GEO (GEO#GSE55296)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE55296) (Edgar et al. 2002)
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3.6. CARACTERIZACION EN CATEGORIAS Y REDES FUNCIONALES

Tras obtener los resultados del analisis del transcriptoma con RNA-seq, se
decidié estudiar la variedad de categorias funcionales diferentes presentes en el total
de genes diferencialmente expresados. Para ello, se utilizan herramientas
bioinformaticas que realizan esta clasificacién funcional y permiten otras opciones
como establecer redes entre los genes. Estas redes que agrupan genes
funcionalmente similares, son de gran utilidad para entender los mecanismos de
determinadas patologias, ya que nos dan informacion sobre cuales de ellos estan
asociados en el momento del analisis, que suele coincidir con el desarrollo de la

enfermedad.

En el caso de la técnica de RNA-seq que se realizé con las muestras de los
pacientes con MCD, MCI y los controles sanos, se establecieron las categorias
funcionales existentes mediante el uso de ToppGene suite (Chen et al. 2009). Este
portal aplica una prueba hipergeométrica que permite analizar el enriquecimiento y
priorizacion de genes candidatos de una lista de genes ya existente, basada en
anotaciones funcionales e interacciones proteicas. Se selecciond el conjunto de genes
a clasificar mediante la herramienta ToppFun, que tenian un fold change 21,3 y una

p<0,05, aplicando la correccién de Bonferroni.

A continuacion, se representaron las categorias funcionales mas significativas
en un Heat map y Hierarchical clustering mediante el uso del programa TIGR
Multiexperiment Viewer (MeV) version 4.9. MeV es una herramienta de analisis de
datos que incorpora algoritmos de clustering, visualizacion, clasificacion, analisis

estadistico y descubrimiento de rutas bioldgicas (http://www.tm4.org/mev.html).
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4. PROCEDIMIENTOS CON ANIMALES

Todos los procedimientos in vivo de este estudio fueron previamente
supervisados y aprobados por el Comité Etico de Bienestar Animal de la Fundacion
Hospital La Fe (PI-13/00100), respetando la legislacién espafiola sobre “Proteccion de
animales utilizados para experimentacion y otros propésitos cientificos” (Real Decreto

53/2013) y las Directivas de la Comunidad Europea al respecto.

El modelo animal utilizado para este estudio fueron ratas (Rattus norvegicus)
macho adultos (> 2 meses) de 250-300 gramos de peso de las cepas Oncins France
Strain A (OFA) y Wistar (W), ambas obtenidas de los laboratorios Charles River. Las
condiciones de estabulacion de los animales fueron a una temperatura estable de
22°C, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y comida y agua ad libitum, esterilizadas por
irradiacion. Se clasificaron en tres grupos: ratas a las que se les realizé una ligadura
coronaria permanente produciendo un infarto agudo de miocardio (IAM) (n=29), un
grupo de ratas operadas, pero sin ligadura (SHAM) (n=4) y otro grupo de ratas CNT
(n=6).

4 1. MODELO DE INFARTO DE MIOCARDIO
4.1.1. Administracion de farmacos

Para realizar el infarto en los animales, se utilizd un protocolo anestésico
estandarizado. El primer paso consistidé en la induccién del animal mantenido en
camara anestésica con una mezcla de oxigeno y sevofluorano (5% v/v Abbott) durante
2 minutos aproximadamente o hasta visualizar un cese de la actividad motora. Se
procedié a la intubacién endotraqueal de la rata con un catéter de 18 G (1,3 mm de
diametro) y una longitud de 2” (5,1 cm) (Braun). Para ello, se colocé a la rata en
decubito supino sobre una plataforma y se sujetaron los miembros para estabilizar la
posicion. Mediante la iluminaciéon con una fuente de luz fria dirigida a la zona ventral
del cuello y extrayendo la lengua con delicadeza, se visualizo la glotis y traquea de la
rata. Se procedio a la intubacion y se conecto a la rata inmediatamente a un respirador
automatico (Harvard Apparatus, modelo 683) con unos parametros establecidos de 2
ml de volumen tidal y 140 respiraciones por minuto. La correcta intubacion se
comprobo mediante la confirmacion de aliento sobre una superficie de cristal primero y
asegurando el movimiento ritmico del térax con respecto a la ventilacion asistida
después. Se fijo el tubo al animal y a la mesa quirirgica. El plano anestésico

adecuado se mantuvo durante el procedimiento quirurgico mediante sevofluorano al
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2%, 0,3 ml de N,O y 0,1 ml de O,. La rata se colocé en una superficie de corcho y se
tapd con un pafio quirurgico. Al tratarse de un procedimiento doloroso, se utilizd un
farmaco analgésico, el fentanilo (Fentanest, Kern Pharma) a una dosis de 0,05 mg/kg
inoculada inmediatamente antes de comenzar la cirugia por via intraperitoneal (IP) y
una dosis de 0,05 mg/kg IP de buprenorfina (Buprex, Schering-Plough S.A.) 20
minutos antes de empezar la cirugia. Para evitar las contracciones musculares se
infiltraron dosis de 6 mg/kg lidocaina intraincisionalmente al inicio del procedimiento.
Post-quirargico se les administré una dosis de 0,05 mg/kg de buprenorfina IP u oral
cada 6-8 horas que se mantuvo durante 48 horas. Para la administracion oral, se
prepararon gelatinas de fresa en placas que se administraron a las ratas en el rango
especificado. Se afadio la buprenorfina a la gelatina cuando estaba fria y antes de
cuajar a concentracién de una ampolla (0,3 mg) en 2 cc de gelatina. Se administréo 1

cc a cada rata de 300 gr y variando segun pesos.

La eutanasia de las ratas se realizd segun la normativa vigente, administrando
una dosis anestésica de ketamina/diazepam y realizando una exsanguinacion

posterior, o bien inoculando 1 ml de KCI 0,2 M intracardiaco.
4.1.2. Procedimiento quirurgico

La rata se colocd en decubito supino sobre una base de corcho aislada y se
inmovilizaron los miembros con cintas adhesivas. Se hidrataron los ojos con lagrima
en gel para evitar Ulceras corneales (Lubrifilm, Alcon Cusi). Para la preparacion de la
zona quirurgica, se rasur6 el térax y se desinfectdé con povidona diluida (Betadine,
Viatris Manufacturing). Se cubrié al animal con un pafio quirdrgico dejando el térax
libre (Figura 26) para la realizacion de una toracotomia lateral entre el 4° y 5° espacio

intercostal izquierdo.
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Figura 26. Preparacion de la zona quirurgica.

Primero se realizd una incision cutanea de dos centimetros dirigida hacia el
esternon y zona media del térax. Se separé el tejido subcutaneo y tras la diseccién de
los musculos pectorales e intercostales (estos ultimos cranealmente a la costilla para
evitar el paquete vascular que corre caudalmente a las mismas) se accedi6 a la
cavidad toracica. Mediante la colocacion de separadores en el espacio intercostal y
gasas debajo del térax de la rata se consiguié exponer el corazén. Después, con la
ayuda de una torunda empapada en suero salino fisiologico (SSF) se retiré el timo
cranealmente. A continuacidn, con delicadeza y evitando el I6bulo pulmonar craneal,
se realizd la pericardiotomia incidiendo con unas pinzas romas de microcirugia. Se
limpié la zona con una gasa humeda y estéril para poder visualizar el campo y
partiendo de unos 4 mm debajo de la auricula izquierda se busco la arteria coronaria
descendente anterior izquierda (ACDAI), objetivo de ligadura (Figura 27). Para la
oclusion de la misma se utilizé sutura de monofilamento no reabsorbible de 5/0
(Premilene, Braun) mediante ligadura permanente. Al no disponer de monitorizacién
intraoperatoria, se evidencio la correcta ligadura de la arteria y del infarto por tanto
debido al cambio que se produce de forma inmediata en la zona infartada (color

azulado).
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http://www.texasheart.org/HIC/Anatomy_Esp/coroa_sp.cfm).
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Para finalizar, se suturd el térax con una sutura en X de monofilamento

reabsorbible de 3/0 (Monosyn, Braun), se asegurd6 que no habia permeabilidad

toracica para que la presion negativa toracica se recuperara tras el cierre. Se cerro la

capa muscular con una sutura continua y se irrigaron los tejidos con SSF. Finalmente

se cerrd la piel con una sutura intradérmica y se desinfectdé con povidona la herida.

Unos minutos después de retirar el agente inhalatorio se comenzaron a apreciar

reflejos respiratorios y ventilaciones del animal, momento en el cual se desconectod y

se dej6 aislado y atemperado en una jaula con una manta eléctrica.
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4.2. PARAMETROS DE FUNCION CARDIACA

Para evaluar la funcion ventricular de las ratas, se realizaron ecocardiografias
previas y postoperatorias. De esta forma se obtuvo informacion detallada de la

morfologia cardiaca de cada individuo y de su evolucion en el tiempo.

Se administré una combinacién de farmacos anestésicos para la inmovilizacion
de los animales y poder tomar las imagenes. Se preparé una dosis de 50 mg/kg de
ketamina (Ketalar, Pfizer) y 5 mg/kg de diazepam (Valium, Roche) y 15 minutos
previamente a la ecocardiografia se inocul6 la mitad de la dosis a la rata, inoculando el
restante si era necesario. Se rasuro el térax y se colocé al animal sobre una manta
eléctrica en decubito supino. Para la adquisicion de imagenes se utilizo el sistema de

ultrasonido Envisor C1 (Philips) junto a un transductor lineal de 10 MHz.

La toma de imagenes fue realizada por el Doctor José Miguel Rivera Otero,
cardidlogo, y se realizé de 1 a 3 dias antes de la cirugia, para registrar la funcion
ventricular basal de la rata, y post-infarto se realizaron 7 dias y 60 dias después. En el
estudio se realizaron ecocardiografias transtoracicas en el eje corto mediante 3 cortes:
uno detras de las auriculas, otro corte en la zona media ventricular a la altura de los
musculos papilares y por ultimo otro en la zona del apex. Se tomaron imagenes en
modo-M (imagen lineal a la que se le ha introducido la variable tiempo) y también en
modo 2D (imagen bi-dimensional en tiempo real). Para calcular los parametros
funcionales se midieron tres ciclos cardiacos consecutivos utilizando métodos
estandar (Litwin et al. 1994).

Se midieron los diametros del VI (DVI) en sistole y diastole en el modo-M vy el
area interna del VI (AVI) en el modo 2D (Figura 28) segun el protocolo descrito por
Litwin. A partir de estas medidas se calculé la fraccion de acortamiento y la fraccién de

eyeccion:

Fraccion de Acortamiento (FA): [(DVId — DVIs) / DVId] x 100 Donde: DVIgy. Diametro

ventriculo izquierdo diastdlico DVIg: Diametro ventriculo izquierdo sistolico
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Figura 28. Medidas en modo-M del VI (extraida de Cerrada et al 2012).

4.3. TINCION CON TETRAZOLIO

Tras el sacrificio de los animales, se extrajo el corazén para realizar la tincion
de tetrazolio. El cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTZ) (Sigma) reacciona con las
células en funcién de su actividad mitocondrial; tine de rojo oscuro el miocardio viable
ya que el rojo de formazan reacciona por accién de deshidrogenasas. En cambio, las
areas infartadas no se tifien debido a la necrosis celular y la ausencia de actividad de
deshidrogenasas. Gracias a este proceso se pueden visualizar el tamafo del infarto

segun la zona de la ligadura de la ACDAI y realizar las medidas.

Para la tincion, se sigui6 el protocolo descrito por Vivaldi (Vivaldi et al. 1985).
En primer lugar, se realizaron cortes transversales seriadas del corazén desde la base
hasta el apex, con un grosor de unos 5 mm. Estas secciones se sumergieron en una
solucion de TTZ al 1% en tampon fosfato 0,1 M (PBS) con pH 7,4 durante 20 minutos
a 37°C. Por ultimo, se lavaron las secciones con PBS y se guardaron a 4°C hasta

realizar las imagenes y su estudio.
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5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Se utilizé el test de Kolmogorov-Smirnov para analizar la distribucion de las
variables. Todos los valores se expresaron como la media * desviacién estandar (DE)
para las variables continuas y como porcentaje para las discretas. El test {-Student se
llevd a cabo para la comparacién de las caracteristicas clinicas de las variables
continuas y el test exacto de Fisher para las variables discretas. Los niveles de ARNm
que se obtuvieron se compararon entre los grupos de estudio utilizando el test t-
Student para las variables con una distribucion normal y para variables con una
distribucién no normal se utilizé el test no paramétrico U de Mann- Whitney. Los
niveles de proteina se analizaron de la misma forma. Por ultimo, para el estudio de las
relaciones entre niveles de ARNm/proteina y los parametros de funcién ventricular se
realizé un andlisis de regresion simple utilizando el coeficiente de correlacion (r) de
Pearson. Se asumio el nivel de significacion estadistica con p<0,05. Todos los analisis
estadisticos se llevaron a cabo mediante el software SPSS para Windows (version 20;
IBM SPSS Inc).
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6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La variabilidad entre las diferentes muestras cardiacas es una limitacién inherente en
este tipo de estudios, debido a su origen humano y los diferentes tratamientos
farmacoldgicos al que los pacientes estaban sometidos. Algunos de estos tratamientos
convencionales podrian afectar a los niveles de ARNm y proteicos. Se eligieron
pacientes con MCD sin antecedentes familiares para asegurarnos de que la poblacion
era lo mas etiolégicamente homogénea posible, asi como la eleccion de pacientes con
MCI de etiologia isquémica. El numero de muestras obtenidas y analizadas en este
estudio es significativo, siendo, por lo tanto, los resultados obtenidos extrapolables a
las poblaciones de pacientes con estas patologias. Por ultimo, la importancia de las
muestras de este estudio también radica en el momento de recogida de las muestras,
directamente en quir6fano durante el trasplante, mejorando las condiciones y la
calidad de la muestra, que no se podrian obtener en otros momentos y mediante

biopsias o necropsia.
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1. EXPRESION GENICA DE LAS MOLECULAS DE ADHESION CELULAR EN
PACIENTES CON INSUFICIENCIA CARDIACA MEDIANTE SECUENCIACION
DE ARN

Se estudiaron los niveles de expresidn génica de 26 pacientes con insuficiencia
cardiaca, 13 de origen isquémico y 13 con cardiomiopatia dilatada mediante la técnica
RNA-seq. Esta técnica proporcioné una mayor sensibilidad y precisién en la deteccion
de genes diferencialmente expresados que otras técnicas utilizadas en estudios
anteriores, como los realizados con la técnica de microarrays por nuestro grupo

(Ortega et al. 2015). Se analizaron también 10 muestras de CNT sanos.

Los pacientes con MCI eran varones, con una media de edad de 54+7 afos y
estaban clasificados funcionalmente, segun la NYHA, como Il a IV. Presentaban
diversas comorbilidades como diabetes e hipertension (38% y 30%, respectivamente)
ademas de encontrarse un elevado numero de pacientes fumadores (84%). El grupo
de pacientes con MCD estaba compuesto también por una mayoria de varones (92%)
con una edad media de 51+11 afios. Funcionalmente, segun la NYHA, estaban
clasificados en los grupos Il y IV y presentaban diversas comorbilidades (17% de
diabéticos e hipertensos). En cuanto a los tamafos ventriculares, se observaron
aumentados en las medidas del DDVI y DSVI de los pacientes con MCD respecto al
grupo de MCI. Las caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio se muestran en
la Tabla 10.

Todos los pacientes con IC recibian un tratamiento farmacolégico de manera
prolongada: el 60% estaban tomando antialdosterénicos, un 54% diuréticos, un 50%
IECAs, un 42% beta bloqueantes, un 31% estatinas, un 27% acido acetilsalicilico y
Sintrom, un 19% Trangorex y un 15% insulina, entre otros farmacos en menor

porcentaje.
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Tabla 10. Caracteristicas clinicas de los pacientes con insuficiencia cardiaca (n=26).

VARIABLE MCI (N=13) MCD (N=13)
EDAD (ANOS) 547 51=11
VARONES (%) 100 92
NYHA CLASIF. [H1-1V -1V
iINDICE M.C. (KG/M?) 26+4 27+5
HEMOGLOBINA (MG/DL) 14:3 133
HEMATOCRITO (%) 416 39:8
COLESTEROL TOTAL 162=41 14737
(MG/DL)

HIPERTENSION (%) 30 17
FUMADORES (%) 84 50
DIABETICOS (%) 38 17
FE (%) 244 20+7
FA (%) 1312 114
DSVI (MM) 55+7 7112
DDVI (MM) 647 80+11**
DURACION DE LA ENF. 48:41 77+71

(MESES)

MCI, miocardiopatia isquémica; MCD, miocardiopatia dilatada; NYHA, New York Heart

Association; MC, masa corporal; FE, fraccién de eyeccion; FA, fraccion de acortamiento; DSVI,

diametro tele-sistolico del ventriculo izquierdo; DDVI, diametro tele-diastélico del ventriculo

izquierdo. La duracion de la enfermedad se considera desde el diagndstico hasta el trasplante

de corazon. *p<0,01; **p<0,001.
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1.1. ANALISIS DE LAS ALTERACIONES EN LA EXPRESION GENICA EN LA
MIOCARDIOPATIA ISQUEMICA

Tras obtener el extracto transcriptomico a gran escala de estos pacientes
mediante el analisis de RNA-seq, se estudiaron los niveles de ARNm comparados con
controles sanos (CNT n=10) para determinar si existian diferencias entre los grupos y
averiguar la implicacion de nuevos genes en el desarrollo y progresion de la MCI. El
analisis mostré diferencias significativas (FC=1,3 y p<0,05) en los niveles de expresién
de un total de 1712 genes en pacientes isquémicos comparados con el grupo CNT. En
total, 815 genes estaban sobreexpresados en estos pacientes, mientras que 897

habrian reducido sus niveles de expresion comparados con CNT.

A continuacién, se estudiaron los genes relacionados con adhesiones
celulares, encontrado diferencias significativas en los niveles de expresion respecto a
los controles. En el grupo de MCI, se encontraron 42 genes con niveles de ARNm
alterados, de los cuales 15 estaban aumentados y 27 reducidos. Estas alteraciones en
la expresion de los genes de adhesiones celulares de los pacientes con MCI estan

representadas en la Figura 29.
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Figura 29. Genes codificantes de moléculas de adhesidén diferencialmente expresados en

la MCI. Los valores del grupo CNT se han referido a 1. Los datos se expresan como la media

* el error estandar de la media (SEM) de valores de expresion relativa del ARNm. *p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001. vs. grupo CNT. CNT, control; MCI, miocardiopatia isquémica.
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Tabla 11. Lista de genes significativamente alterados en las adhesiones celulares de
pacientes con miocardiopatia isquémica.

Gen Descripcion Uniones Fold C. P-valor
CADM1 Molécula de adhesion celular 1 Adherentes -1.30 0.037
CDH6 Cadherina 6, cadherina K Adherentes 1.47 0.042
CDH13 Cadherina 13, cadherina H Adherentes 206 6.1x10™"
CDH26 Proteina cadherin-like 26 Adherentes 2.51 58x 107"
CLDN9 Claudina 9 Estrechas 2.82 0.008
CLDN12 Claudina 12 Estrechas -1.32 0.025
CTNNAS3 Catenina a3 Adherentes -1.71 0.004
CTNND2 Catenina 62 Adherentes -1.52 0.024
DSC2 Desmocolina 2 Desmosoma -1.44 0.041
DSP Desmoplaquina Desmosoma -1.34 0.011
FHOD1 Formin homology 2 domain containing 1 Inmunoldgica 2.07 0.001
GJA3 Proteina GAP a3, conexina 46 GAP 201  71x10™
GJC1 Proteina GAP y1, conexina 45 GAP 1.30 0.010
ITGA1 Integrina a1 Adh. focales -1.42 0.004
ITGA6 Integrina 0.6 Adh. focales -1.40 0.028
ITGA9 Integrina a9 Adh. focales -1.34 0.047
ITGAE Integrina oE Adh. focales 1.75 0.003
ITGAM Integrina oM Adh. focales -1.43 0.031
ITGAV Integrina aV Adh. focales -1.64 0.005
JAM2 Junctional adhesion molecule B Inmunolégica 1.36 0.018
JUP Placoglobina Desmosoma -1.49 0.006
LIMS1 Prot. LIM de céls senesc. dom. Ag1 Adh. focales -1.60 0.001
PCDH7 Protocadherina 7 Adherentes 1.45 0.048
PCDH12 Protocadherina 12 Adherentes 1.55 0.033
PCDH15 Protocadherina 15 Adherentes 1.59 0.031
PCDHB4 Protocadherina 34 Adherentes -1.50 0.025
PCDHB6 Protocadherina beta 36 Adherentes 2.64 0.001
PCDHB10 Protocadherina beta $10 Adherentes 1.58 0.025
PCDHB15 Protocadherina beta $15 Adherentes -1.76 0.042
PCDHGA2  Protocadherina y subtipo A2 Adherentes -3.45 4.1x10™"
PCDHGA3  Protocadherina y subtipo A3 Adherentes 1.81 0.035
PCDHGAS5  Protocadherina y subtipo A5 Adherentes -1.68 0.031
PCDHGA7  Protocadherina y subtipo A7 Adherentes 1.50 0.020
PCDHGB3  Protocadherina y subtipo B3 Adherentes -1.89 0.039
PCDHGB7  Protocadherina y subtipo B7 Adherentes -1.98 6.5x 107"
PCDHGC3  Protocadherina y subtipo C3 Adherentes -2.31 0.006
PKP2 Placofilina 2 Desmosoma -1.46 0.044
PKP4 Placofilina 4 Desmosoma -1.34 1.0x 107
PVRL3 Nectina 3 Adherentes -1.77 0.005
SELP Selectina-P Inmunoldgica -1.38 0.017
VCAM1 Molécula de adhesién vascular 1 Inmunolégica -2.73 0.011
VCL Vinculina Adherentes 1.33 0.039
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La Tabla 11 representa las descripciones de los genes relacionados con las
adhesiones celulares que mostraron sus resultados (ARNm) alterados en la MCI,
indicando a qué tipo de uniones pertenecen, asi como su valor fold change y P valor.
Como se observa en la Tabla 11, las modificaciones mayoritarias (52 %) se

encuentran entre las uniones adherentes.

Para comparar los patrones de expresiéon entre pacientes con MCI y controles
sanos, se realizd una representacion grafica en un Heat map y hierarchical clustering
(Figura 30), donde se observo la diferencia en dos grupos con expresion claramente

diferencial.

Figura 30. Heat map con hierarchical clustering representando el perfil de expresién
génica de las adhesiones celulares en la MCI. La barra de colores representa el nivel de
expresion relativa de cada gen, azul indica menor expresiéon y amarillo mayor expresion. Las 10
primeras filas representan la expresion en cada muestra CNT vy las 13 filas inferiores muestran

la expresién en cada paciente MCI. CNT, control; MCI, miocardiopatia isquémica.

En el margen derecho de la Figura 30 se observan que los dos grupos de
muestras, MCI y CNT, se han agrupado segun su nivel de expresién, siendo
claramente diferentes en el conjunto de genes alterados, unos sobreexpresados y

otros infraexpresados al comparar con CNT.
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1.1.1. Clasificacién de las categorias funcionales de genes alterados en la

miocardiopatia isquémica

Utilizando la herramienta ToppGene se clasificaron los genes alterados en
categorias segun la funcidon molecular, y el resultado fue que las adhesiones celulares
representaban un grupo muy destacado (16%) dentro de los genes diferencialmente
expresados. Dentro de esta categoria, también se analizdé el tipo de unién que
representaba cada gen, y se encontraron genes codificantes de proteinas con
funciones de adhesién célula-célula, célula-matriz, migracién celular y adhesion
leucocitaria. En la Figura 31 se representan las categorias analizadas y los grupos

obtenidos en el analisis de los genes del estudio.

GO: FUNCION MOLECULAR

@ RECEPTORES & GLICOSAMINOGLICANOS
@ UNION A HEPARINA W UNION A IONES CALCIO
W FACTOR DE CRECIMIENTO & QUIMIOCINAS

@ ADHESION CELULAR 4 CITOQUINAS

@ COMPUESTOS SULFURO

Figura 31. Representacién funcional de las principales moléculas de adhesion,
mostrando las adhesiones celulares como la tercera categoria mas alterada en la MCI.
Los resultados de Gene Ontology obtenidos con ToppGene se basaron en la funcidon molecular
y se corrigieron utilizando el método Bonferroni. El diagrama incluye las principales categorias
en las que se clasifican las moléculas de adhesion. Receptores; Unién a heparina; Factor de
crecimiento; Adhesion celular; Compuestos sulfuro; Glicosaminoglicanos; Unién a iones calcio;

Quimiocinas; Citoquinas.
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1.1.2. Relaciones entre las alteraciones en la expresion génica de las

adhesiones celulares en los pacientes con MCI y su funcién ventricular

Se estudiaron los principales parametros hemodinamicos y funcionales de los
pacientes mediante ecocardiografia. En el grupo de MCI se disponian de los datos de
11 pacientes. Se estudié la relacion entre los niveles de ARNm de las moléculas de
adhesion en los pacientes con sus datos de funcion ventricular. En la Figura 32 se
representan las relaciones lineales observadas en los niveles de ARNm de los
pacientes con MCI. El gen que codifica la protocadherina A3, PCDHGAS3, resulté
relacionado con la funcién cardiaca de forma significativa en los pacientes con MCI.
PCDHGA3 mostré6 una relacion inversamente proporcional con la FE ventricular
(r=-0,793; p=0,004) (Figura 32B) y también se encontraron relaciones directas con los
diametros ventriculares, DSVI y DDVI (r=0,867, p=0,001; r=0,781, p=0,005) (Figura
32C y D). En cuanto a los factores hemodinamicos, los niveles de PCDHGA3 estaban
inversamente relacionados con el volumen latido (r=—0.826, p=0.003) (Figura 32A). En
el anexo | se detallan todas las relaciones estadisticas encontradas entre los genes

alterados en los pacientes con IC y su funcién ventricular.
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Figura 32. Relacién entre los niveles de PCDHGA3 y la funcién ventricular.

FA, fraccion de acortamiento; FE, fraccion de eyeccion; MCI, miocardiopatia isquémica;
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En cuanto a las relaciones de las moléculas de adhesién entre si, se
identificaron 30 cuyos niveles de expresion estaban relacionados con otras moléculas
de adhesion. El gen DSP que expresa la desmoplaquina, y el gen GJA3 que expresa
la conexina 46, fueron los que mostraron mayor nimero de correlaciones entre los
pacientes isquémicos (13 y 7 correlaciones con otras moléculas de adhesion,
respectivamente). En el anexo Il se muestran todas las relaciones encontradas entre

los diferentes grupos de moléculas de adhesion.

1.1.3. Analisis proteico de la protocadherina-y A3 en los pacientes con

miocardiopatia isquémica

Debido a las relaciones encontradas entre los niveles de PCDHGAS3 y la funcién
ventricular en los pacientes con MCI, se propuso confirmar si las alteraciones
transcriptdmicas encontradas en los pacientes se correspondian con alteraciones
proteicas. Para ello se realiz6 un analisis por Western blot de esta proteina. Los
resultados mostraron un aumento en los niveles de esta proteina en los pacientes con
MCI respecto a los CNT (Figura 33) (135 + 16 vs 100 £ 28 UA, p<0.001), en el mismo

sentido que ocurria en el analisis de ARNm.
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Figura 33. Expresion proteica de PCDHGA3 comparada en pacientes con MCl y CNT
sanos.
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1.2. ANALISIS DE LAS ALTERACIONES EN LA EXPRESION GENICA EN LA
MIOCARDIOPATIA DILATADA

Se realizd el andlisis transcriptomico a gran escala mediante RNA-seq de las
muestras de pacientes con MCD y de controles sanos, con el objetivo de determinar
las diferencias entre grupos e identificar nuevos genes implicados en el desarrollo de
la patologia. Se encontraron 2398 genes diferencialmente expresados (=1.3—fold,
p<0.05) en las muestras de MCD respecto a los CNT, de los cuales 935 estaban

sobreexpresados y 1463 habian reducido sus niveles de expresién.

En el estudio de genes implicados en las adhesiones celulares, fueron 29 genes
los que resultaron diferencialmente expresados (=1.3—fold, p<0.05) respecto a los
pacientes sanos, con 12 genes cuya expresién estaba aumentada y disminuida en
otros 17 (Figura 34). Del total de genes de adhesién que se mostraron alterados, el

41% eran componentes del DIC cardiaco.
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Figura 34. Expresion génica diferencial en la MCD en relacién a las adhesiones celulares.

Los valores del grupo CNT se han referido a 1. Los datos se expresan como la media + el error
estandar de la media (SEM) de valores de expresion relativa del ARNm. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001. vs. grupo CNT.
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Tabla 12. Lista de genes significativamente alterados en la miocardiopatia dilatada.

Gen Descripcion Uniones Fold C. P-valor
CDH6 Cadherina 6, cadherina K Adherentes 1.44 0.032
CDH13 Cadherina 13, cadherina H Adherentes -1.64 0.011
CDH26 Proteina cadherin-like 26 Adherentes 2.47 0.002
CDHR1 Molécula cadherin-related 1 Adherentes -2.13 0.004
CIB1 Proteina de unién a Ca** e ITG1 Adh. focales 1.30 0.018
CLDN9 Claudina 9 Estrechas 2.82 0.008
CTNNAS3 Catenina a3 Adherentes -1.49 0.021
CTNND2 Catenina 62 Adherentes -1.52 0.024
DSP Desmoplaquina Desmosoma -1.30 0.028
FHOD1 Formin homology 2 domain containing 1 Inmunoldgica 1.71 0.12
GJA3 Proteina GAP a3, conexina 46 GAP 162  54x10™
GJC1 Proteina GAP y1, conexina 45 GAP 1.30 0.027
ICAM1 Molécula de adhesién intercelular 1 Inmunolégica -2.46 0.036
ITGA1 Integrina a1 Adh. focales -1.33 0.009
ITGA6 Integrina 0.6 Adh. focales -1.78 0.004
ITGAE Integrina oE Adh. focales 1.54 0.003
ITGAV Integrina aV Adh. focales -1.52 0.012
ITGB1 Integrina p1 Adh. focales -1.51 0.007
ITGBL1 Proteina integrin beta-like 1 Adh. focales 1.83 0.023
JAM2 Junctional adhesion molecule B Inmunolégica 1.30 0.034
JAM3 Junctional adhesion molecule C Inmunolégica 1.30 0.018
LIMS1 Prot. LIM de céls senesc. dom. Ag1 Adh. focales -1.36 0.014
PCDH17 Protocadherina 17 Adherentes -1.35 0.036
PCDHGA2  Protocadherina y subtipo A2 Adherentes -1.62 0.014
PCDHGA3  Protocadherina y subtipo A3 Adherentes 2.00 28x10™"
PCDHGB7  Protocadherina y subtipo B7 Adherentes -1.48 0.020
PKP4 Placofilina 4 Desmosoma -1.34 47x10™
PVRL3 Nectina 3 Adherentes -1.49 0.025
VCAM1 Molécula de adhesién vascular 1 Inmunolégica -3.32 0.006
VCL Vinculina Adherentes 1.35 0.031

La Tabla 12 representa las descripciones de los genes relacionados en la

cardiopatia dilatada con las adhesiones celulares que mostraron sus resultados

(ARNm) alterados, indicando a qué tipo de uniones pertenecen, asi como su valor Fold

change y P valor. Como se observa en la Tabla 12, las modificaciones mayoritarias se

encuentran entre las uniones adherentes (38%), como ocurria en la MCI, y en las

adhesiones focales (28%).
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Se elabor6 un Heat map y un Hierarchical clustering para visualizar las
diferencias transcriptomicas. Se evidenciaron claramente los dos grupos, MCD y CNT,

en perfiles de expresion completamente diferentes (Figura 35).
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Figura 35. Heat map con Hierarchical clustering en el que se representan los dos perfiles
génicos de pacientes con MCD comparados con CNT. Se encontraron 29 genes
diferencialmente expresados entre ambos grupos. La barra de colores representa el nivel de
expresion relativa de cada gen, azul indica menor expresion y amarillo mayor expresion. CNT,

control; MCD, miocardiopatia dilatada.
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1.2.1. Analisis de enriquecimiento funcional de las categorias presentes en los

genes alterados en la MCD.

A continuacion se realizd el andlisis de los genes alterados en la MCD para
determinar las categorias de ontologia génica (términos GO) mediante la herramienta
ToppGene. Se analizaron los términos GO en la categoria de Funcion Molecular para
determinar en qué funciones bioldgicas participan o se implican los genes del estudio.
Los resultados mostraron que las adhesiones celulares representaban el 15% del total

de categorias, siendo la tercera mas predominante (Figura 36).

GO: FUNCION MOLECULAR
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i FACTOR DE CRECIMIENTO
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Figura 36. Analisis mediante ToppGene de las categorias funcionales encontradas en los
genes alterados del estudio en MCD. Los términos GO se obtuvieron en base a la funcién

molecular y se utilizé la correcion de Bonferroni.

1.2.2. Estudio de la relacién de los niveles de expresion génica de las

moléculas de adhesion celular con la funcidon ventricular en la MCD.

También se analizaron las posibles relaciones existentes entre los niveles de
expresion de los genes de adhesién celular alterados y los parametros de funcion del
VI de los pacientes con MCD. Se disponia de los datos ecocardiograficos de todos los

pacientes.

Los resultados mostraron 3 genes cuyos niveles de expresion en los pacientes
estaban relacionados con la funcion ventricular. La expresién de GJA3, gen que
codifica la conexina 46, estaba directamente relacionada con la FE (r=0.741, p=0.004)
y con los didmetros DSVI y DDVI (r=-0.746, p=0.003; r=-0.712, p=0.006,
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Y
respectivamente) (Figura 37). También se encontraron relaciones entre la expresion
del gen desmosomal DSP con la FE (r=0.674, p=0.011) y con los mismos diametros
ventriculares (r=—0.753, p=0.003 para el DSVI y r=—0.801, p=0.001 para el DDVI)
(Figura 38). Finalmente, los niveles de CTNNA3, de la familia de las cateninas,
presentron relacion directa con la FE (r=0.565, p=0.044) y con las dimensiones
ventriculares DSVI y DDVI (r=—0.605, p=0.028 y r=—0.616, p=0.025) (Figura 39).
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Figura 37. Relaciones de la expresion génica de GJA3 con los parametros de funcién

ventricular. FE: fraccién de eyeccion; DSVI: didmetro tele-sistolico del ventriculo izquierdo;

DDVI: diametro tele-diastdlico del ventriculo izquierdo.
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Figura 38. Relaciones de la expresion génica de DSP con la funcion ventricular. FE:

fraccion de eyeccion; DSVI: diametro tele-sistélico del ventriculo izquierdo; DDVI: diametro tele-

diastdlico del ventriculo izquierdo.
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Figura 39. Relaciones de la expresion génica de CTNNA3 con la funcién ventricular. FE:

fraccion de eyeccion; DSVI: diametro tele-sistélico del ventriculo izquierdo; DDVI: diametro tele-

diastdlico del ventriculo izquierdo.
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Analizamos a continuacién las relaciones entre los niveles de expresidon
alterados de los diferentes genes de adhesiones dentro del grupo de MCD: GJA3
estaba directamente relacionado con DSP (r=0.739, p=0.004) y con CTNNAS3 (r=0.667,

p=0.013). Al mismo tiempo, DSP también se relaciond directamente con la expresién

de CTNNAS3 (r=0.753, p=0.003); estas relaciones estan representadas en la Figura 40.
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Figura 40. Relaciones entre los genes de adhesion del DIC entre si en los pacientes con
MCD. A. Correlacion entre GJA3 y DSP. B. Correlacién entre GJA3 y CTNNA3. C. Correlacion

entre DSPy CTNNAS.
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2. ESTUDIO DE LA ZONAS DE ADHESION ENTRE CARDIOMIOCITOS Y
CAMBIOS EN LA ESTRUCTURA MIOCARDICA EN PACIENTES SANOS Y CON
INSUFICIENCIA CARDIACA.

Se analizaron las diferencias estructurales en las zonas de adhesién entre
cardiomiocitos (n=3) sanos y de pacientes con insuficiencia cardiaca (n=3) mediante
microscopia electrénica de transmision. Se analizaron 10 imagenes de microscopia
electronica por paciente e individuo control. En el caso de los tejidos analizados de
corazones con MCD, se observaron diferencias respecto a la estructura del grupo
CNT. En primer lugar, el disco aparece desorganizado y su estructura esta alterada al
comparar con los corazones sanos. Se identificaron también alteraciones en los
desmosomas, que presentaban un aspecto mas palido y menos denso y que
mostraban una interrupcidn de las placas internas. El espacio intercelular también
estaba aumentado en el miocardio de los corazones con MCD. Finalmente, se midio el
indice de convolucién del disco intercalar y se observé una disminucion significativa en
las convoluciones de éste respecto a los CNT (1,74+0,22 vs 4,20+0,97; p<0,001). En
el caso de los analisis de los tejidos procedentes de pacientes con MCI no se
observaron diferencias significativas en los parametros estructurales. Las imagenes

analizadas se representan en la Figura 41.
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@ Resultados

Figura 41. Ultraestructura miocardica de los pacientes con MCD mediante microscopia
electrénica de transmision comparando con CNT. La menor densidad de las placas internas
desmosomales (flecha blanca) y el aumento del espacio intercelular (flechas negras) fue

evidente en el miocardio con MCD. Barra escala: 500 nm.

107



PV

3. ESTABLECIMIENTO DE UN MODELO ANIMAL DE INSUFICIENCIA CARDIACA
CRONICA.

Se utilizaron 39 ratas OFA macho para el estudio. La induccién de la IC crénica
se realizé segun la técnica quirurgica descrita en el apartado de Material y Métodos.
Se produjo una moderada mortalidad temprana del 30% asociada a las
complicaciones de la cirugia como fibrilaciones y hemorragias; también durante el
periodo de recuperacion debido a la variabilidad individual en la respuesta al tamario
del infarto. Para evaluar el area infartada y comprobar la isquemia se tifieron los
corazones post-infarto (Figura 42). Se realizé un control de la funciéon cardiaca
mediante el protocolo de ecocardiografia descrito y el resultado mostré que un 56% de
las ratas que sobrevivieron a la ligadura coronaria permanente presentaron una
FE<25%, considerandose por lo tanto en condiciones de IC. El resto de animales
conservo el tamano ventricular dentro de los parametros normales (DDVI 5,58+0,8

mm) y por lo tanto no fueron considerados en IC.

Figura 42. Secciones de un corazén de rata postinfarto tefiido con TTZ. La flecha indica el

lugar de la ligadura, observandose un halo de tejido mas pélido alrededor de la zona de

isquemia.

En el analisis ecocardiografico de los animales afectados (Figura 43) se
compararon las imagenes en 2D y los resultados mostraron alteraciones en la
dinamica del septo y en la contraccién ventricular en el 100% de los animales con una
reduccion de la FE. El tamafio de las cavidades cardiacas se evalud realizando las
mediciones en modo M segun el protocolo descrito y se observé una variabilidad entre
individuos, ya que algunos presentaron una evidente dilatacion ventricular, mientras
que otros no aparecieron muy alterados, a pesar de tener un empeoramiento en la

funcionalidad cardiaca.
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Figura 43. Ecocardiografia de rata 1 mes post-ligadura coronaria en modo M. Se puede
apreciar la disquinesia de la pared posterior y el aumento de tamafo del VI (B) que es evidente
comparado con un corazén sano (A). + DIVId, diametro interior del VI en diastole; x PPVId,
pared posterior del VI en diastole.

Para el grupo control se utilizaron 4 ratas OFA macho a las que se les realiz6 el
mismo procedimiento farmacolégico y quirdrgico que al resto, a excepcion de la
ligadura (SHAM). Los resultados mostraron que tras la cirugia, las medidas cardiacas
habian variado produciéndose una disminucion de la FA (valores normales
considerados en torno al 45%, segun (Gu et al. 2012) y un aumento de las camaras
cardiacas (Figura 42). Al mes del infarto crénico, se midi6 la FA que fue de 16.8+2.8%,
y los diametros ventriculares que fueron de 5.10£0.79 mm (DSVI) y 6.17£0.95 mm
(DDVI). Estas medidas se mantuvieron hasta el sacrificio a los 5 meses post-infarto.

Las ratas SHAM tenian una funcién cardiaca normal, con una FA de 31.318.6% y
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diametros menores que las infartadas, de 2.57+0.60 mm y 3.73£0.63 mm (DSVI y

DDVI respectivamente). En la Tabla 13 se muestran los pardmetros analizados en

todos los grupos de animales, obtenidos del estudio ecocardiografico continuado y de

las observaciones macroscoépicas de los corazones post-mortem.

Tabla 13. Ejemplo de comparacion de los parametros analizados entre las ratas con IC
(n=16) y las SHAM (n=4).

RATA PESO PESO 5m FA FA 5m MORFOLOGIA CARDIACA
PREVIO POST-IM PREVIA POST-IM POST-EUTANASIA

IAM1 422 g 540 g Normal 18% Fibrosis, zonas palidas

IAM2 373 g 511¢g Normal 19% Zona infartada amplia

IAM3 350 ¢ 502 g Normal 17% Paredes engrosadas, zonas de
adherencias pericardicas

IAMA4 323 g 462 g Normal 18% Fibrosis, multiples adherencias
pericardicas

SHAM1 288 g 402 g Normal Normal Adherencias pericardicas

SHAM2 346 g 4399 Normal Normal Adherencias pericardicas

SHAM3 328 g 449 g Normal Normal Adherencias pericardicas

SHAMA4 297 g 406 g Normal Normal Adherencias pericardicas
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1. EXPRESION GENICA DE LAS MOLECULAS DE ADHESION EN PACIENTES
CON INSUFICIENCIA CARDIACA MEDIANTE SECUENCIACION DE ARN

La insuficiencia cardiaca (IC) esta caracterizada por una marcada activacion
fisiologica de distintos sistemas que conllevan una serie de cambios celulares para
responder a las condiciones de la patologia. Como resultado de los estudios previos
realizados en muestras de pacientes con IC, en los cuales se observaron diversas
alteraciones en el citoesqueleto (Herrer et al. 2014), canales idnicos (Ortega et al.
2015) matriz extracelular (Gil-Cayuela et al. 2015) y mitocondria (Rosello-Lleti et al.
2014), planteamos la hipétesis de que las adhesiones celulares deberian sufrir

alteraciones en el miocardio de estos pacientes.

En este estudio, demostramos mediante RNA-seq las alteraciones en el perfil
transcriptomico de los pacientes con IC de origen isquémico y dilatado. Esta técnica
nos permitid encontrar diferencias mas precisas en comparaciéon a otras técnicas
menos exactas (Mooney et al. 2013). Tras la clasificaciéon en categorias funcionales
del total de genes alterados, la adhesion celular resultd ser la tercera categoria mas
predominante. Por lo tanto, nos centramos en el estudio de las moléculas de adhesion
celular, debido a los antecedentes que relacionaban las alteraciones en estas

moléculas con patologias cardiacas.

Los resultados del analisis mostraron 42 genes alterados en MCl y 29 en la
MCD, con una expresion génica claramente diferencial respecto a los CNT. Ademas
de las alteraciones en los niveles de expresion, en estos pacientes se observaron
relaciones entre los parametros de funcién ventricular y el volumen sistdlico con
algunos de estos genes, revelando su importancia y posible implicacion en el

mecanismo patolégico de la IC.

Ambas patologias cardiacas han mostrado alteraciones en practicamente los
mismos genes, pero si hemos observado ciertas diferencias. En nuestro estudio, se
han descrito nuevos genes implicados en la MCIl que no habian sido asociados
previamente a esta condicion. Esto es debido a la mayor sensibilidad de la técnica
RNA-seq, como se ha indicado, que permite identificar y cuantificar niveles de

expresion de genes que quiza en otros estudios no han podido ser encontrados.

Las moléculas de adhesién median la formaciéon de uniones entre células y
uniones con la matriz extracelular (ECM), participando tanto en los procesos de

organizacion tisular como en rutas de sefializacién (Aplin et al. 1998). En este estudio
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se han descrito alteraciones en todos los tipos de uniones celulares que existen,
desde moléculas del disco intercalar (DIC) a moléculas de adhesiones especificas.
Las funciones del DIC incluyen el acoplamiento entre cardiomiocitos, para soportar el
estrés mecanico del tejido y por otra parte permitir las conexiones celulares necesarias
para otros procesos fisiolégicos como la contraccién miocardica (Aregullo-Pascual et
al. 2014). Los cambios producidos en la estructura del miocardio, asi como los
cambios en la ultraestructura del DIC y el resto de uniones, podrian tener un papel
importante en el desarrollo de la IC y la progresion de su fisiopatologia (Kucera et al.
2002).

Varios genes representativos de los desmosomas estaban alterados en los
pacientes con IC de ambos grupos. Algunos destacados son DSP, JUP, PKP2/4 y
DSC, que expresan las proteinas de adhesién desmoplaquina, placoglobina,
placofilina y desmocolina. Son importantes integrantes en la estructura del DIC, y son
imprescindibles para el correcto funcionamiento del miocardio (Basso et al., 2006). La
expresion de todos estos genes estaba notablemente disminuida respecto a los CNT
en ambos grupos de pacientes con IC. Los resultados obtenidos en este estudio estan
en concordancia con los de estudios previos en los que se ha demostrado una
disminucion en la estructura del DIC y pérdida de funcionalidad en pacientes con IC,
como ocurre en el caso de la cardiomiopatia arritmogénica del ventriculo derecho
(MCAVD) (Elliott et al. 2010; Bhonsale et al. 2015; Noorman et al. 2013; Alcalde et al.
2014; Lorenzon et al. 2015). Se han descrito previamente mutaciones en DSP y PKP2
en este sindrome, asi como en otras miocardiopatias arritmicas (MCA) (Norgett et al.
2000; Bauce et al. 2005), pero en este estudio hemos demostrado las alteraciones de
la expresion de éstos genes desmosomales en la miocardiopatia de origen isquémico,
asi como la adicion de nuevos genes como PKP4 que no habian sido asociados

previamente con la IC.

La desmoplaquina es la molécula de adhesién mas abundante en la estructura
desmosomal (Zhang et al., 2015), y sus niveles de ARNm en los pacientes con IC
estaban directamente relacionados con la fraccion de eyeccion (FE) y con los
diametros ventriculares de forma significativa. Ademas de las relaciones con los
parametros funcionales, se encontraron hasta 13 genes diferentes que estaban
relacionados con DSP, siendo el gen con mayor niumero de relaciones. Entre ellas
destacaron las relaciones con PKPZ2 y las integrinas ITGA6 y ITGAV, genes con los
que mostré un elevado indice de correlacion. Estos hechos, junto con los resultados

obtenidos en modelos animales, donde la ausencia de DSP produce defectos fatales
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en el miocardio y pérdida de funcién ventricular (Yang et al. 2006), sugieren que la
expresion reducida de DSP que hemos comprobado en los pacientes con IC de

nuestro estudio, va a acompafiar al empeoramiento de este sindrome.

Ademas de las alteraciones observadas en los componentes ya mencionados del
DIC, los desmosomas, también encontramos cambios en la expresién de algunos
componentes de las uniones tipo GAP. Estas uniones son muy importantes para
mantener el acoplamiento eléctrico y metabdlico entre cardiomiocitos y permiten un
correcto bombeo cardiaco (Kanno et al. 2001). En el andlisis transcriptomico de los
pacientes con IC, encontramos alteraciones en dos genes que expresan conexinas,
GJC1 (conexina 45) y GJA3 (conexina 46). Otras conexinas como la conexina 43
(GJAT), que es la mas abundante en el musculo cardiaco, han sido relacionadas
anteriormente con la IC (Wang y Gerdes 1999; Severs etal. 2004; Poelzing y
Rosenbaum 2004; Hesketh et al. 2010; Bruce et al. 2008) y se ha determinado su
expresion en tejido cardiaco en diversos estudios (Dupont et al. 2001; Soltysinska
et al. 2009). En nuestro estudio, esta conexina no mostré6 cambios en los pacientes
con MCD ni en la MCI a nivel transcriptomico, pero es posible que estas alteraciones
gue se han descrito en estudios anteriores se produzcan en las modificaciones post-
traduccionales (D’hondt et al. 2013).

Por otra parte, debido a la sensibilidad de RNA-seq se han podido identificar otras
conexinas menos estudiadas que si aparecieron alteradas en nuestros pacientes.
GJA3 ha sido estudiado previamente en modelos animales, donde se le implica en las
alteraciones de la conduccion (Chi et al. 2010), pero no se han realizado estudios de
este gen y ni de su expresion en pacientes con IC. En el caso de GJC1, no habia sido
descrito como un gen alterado en la MCI, siendo nuestro trabajo el primero que
relaciona este gen con la patologia de este sindrome. GJA3 apareci6 infraexpresada
mientras que GJC1 estaba sobreexpresada en los dos grupos de pacientes, de
acuerdo con los estudios a nivel proteico anteriores (Yamada et al. 2003). En cambio,
solo en la MCD aparecieron relaciones entre GJA3 y la funcion ventricular de los
pacientes, ademas de ser el segundo gen de todos los analizados que mas relaciones
presentd con otros genes del estudio. La relacion de GJA3 con cadherinas
desmosomales mostrada en este estudio apoya los hallazgos previos que sugieren
una union entre ambas familias, necesaria para la correcta organizacién del DIC (Lyon
et al. 2014). Estos datos corroboran los resultados previos de una remodelacién de las

uniones GAP en la IC (Pinali et al. 2015), e indican que existen papeles importantes
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que la conexina 45 desarrolla en su fisiopatologia, los cuales hasta ahora no habian

sido evidenciados.

Las uniones adherentes estan compuestas por las familias de cadherinas y
cateninas, las cuales también forman parte de los DIC (Ferreira-Cornwell et al. 2002).
En este estudio, las uniones adherentes representaron el tipo de unién mas alterado
(38% del total de genes alterados en la MCD), ya que el nimero de genes de
cadherinas y cateninas con cambios en la expresion era superior al del resto de
familias. Del total de moléculas participantes en las uniones adherentes que estaban
diferencialmente expresadas, la subfamilia de protocadherinas fue la mas
representada en los pacientes con MCIl y MCD. Las cadherinas constituyen una gran
familia de proteinas de adhesion célula-célula dependiente de calcio, cuya expresion
se considera particularmente importante en el miocardio (Vite y Radice 2014). En
cambio, las protocadherinas han sido estudiadas principalmente en el sistema
nervioso, donde establecen conexiones neuronales especificas y median en las

adheiones intercelulares y la sefializacién (Shapiro y Colman 1999).

En nuestro estudio, la expresion de varias protocadherinas estaba alterada,
mostrando bien sobreexpresion, bien infraexpresion de forma significativa en ambos
grupos de pacientes. Ademas, un miembro de esta familia (PCDHGA3), mostro
relaciones de forma inversa con los principales parametros funcionales en los
pacientes con MCI, de manera que el aumento de su expresion esta relacionado con
un reduccién en el volumen sistdlico (VS) y la disfuncion ventricular. Esta
sobreexpresion se confirmo a nivel proteico en las muestras de miocardio de nuestros
pacientes con MCI. En estudios realizados en el sistema nervioso, se ha mostrado que
esta protocadherina parece estar implicada en el ensamblaje de las membranas
celulares y las conexiones entre éstas (Hanson et al. 2010), aunque poco se sabe de
sus funciones en el resto de tejidos. La funcion especifica de PCDHGA3 en el
miocardio no es conocida actualmente, puesto que existen muy pocos estudios que
describan su papel en patologias (Miller et al. 2011; Hanson et al 2010). Por lo tanto,
entre todos los genes alterados en los pacientes con MCI, PCDHGAS3 fue el unico que
mostrd relaciones con la hemodinamica (VS) y la funcién ventricular (FE) en un alto
nivel de significacion. Estos parametros reflejan las alteraciones producidas en el
miocardio como el remodelado y los fallos en la contractilidad, ambos procesos
desarrollados en la MCI, y que a nivel molecular incluyen diversas rutas celulares
como la fibrosis y la apoptosis (Piek et al 2016). A pesar de que se requieren mas

estudios al respecto, nuestros resultados sugieren un papel importante de PCDHGAS3
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en el mantenimiento de las interacciones entre cardiomiocitos, necesarias para el
acoplamiento durante la contraccion ventricular y que se encuentran alteradas en la
IC.

La expresion alterada de otros genes de la subfamilia, como PCDH1, también
podria asociarse a la progresién de la IC. Esta molécula ha sido implicada en la
regulacion de TGF-B en células epiteliales, un factor de crecimiento que participa en
diversas rutas celulares como la activacion de la transcripcion de genes de la matriz
extracelular (MEC) o la apoptosis (Faura Tellez et al. 2015). Ambos procesos estan
activados y presentes en la fisiopatologia de la MCI (Elliott et al. 2008) , y los
resultados en nuestro estudio muestran que los niveles de expresién de PCDH1 estan
reducidos respecto a los CNT en ambos grupos. Existen estudios que relacionan a las
cadherinas con el remodelado y organizacion de la MEC que se producen en la

progresion de la fibrosis cardiaca (dos Santos et al. 2016; Bowen et al. 2015).

Teniendo en cuenta, por tanto, las diversas funciones celulares de la
superfamilia de las cadherinas, nuestros resultados sugieren un vinculo entre la
sobreexpresion de PCDHGAS3 y la disfuncion ventricular. En este sentido, es posible
que, en respuesta a los cambios producidos en la contractibilidad y elasticidad del
miocardio patoldgico, se desarrolle un mecansimo de compensacién para aumentar
las adhesiones celulares. En el caso de los pacientes con MCI, se evidencio esta
conexion mediante las relaciones que presenté PCDHGA3 con los parametros
funcionales cardiacos. Por otra parte, la reduccién en la expresion de PCDH1 podria
relacionarse con la fibrosis y remodelado que se produce en los pacientes con IC,
regulada por TGFB- y que a su vez estaria regulada por la expresion de esta
protocadherina. En resumen, nuestros resultados proponen nuevos roles para las
protocadherinas e inician las bases para continuar el estudio de estas moléculas a

nivel cardiaco.

Los componentes del desmosoma y las cadherinas interaccionan mediante las
cateninas con elementos clave del citoesqueleto, como la actina. En estudios
anteriores, se ha descrito la union entre cateninas y desmosmas en el corazén
(Goossens etal. 2007), y por otra parte, se han identificado cambios en el
citoesqueleto en pacientes con IC (Soltysinska et al 2009). Por lo tanto, nos
planteamos la posibilidad de que la disfuncion ventricular de estos pacientes fuera
debida tanto a cambios en moléculas de adhesién desmosomales como a las que se

anclan al citoesqueleto. La expresiéon génica de las cateninas, mediadoras de la
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adhesién célula-célula por uniones al citoesqueleto, estaba relacionada con las
cadherinas en las muestras de nuestro estudio, confirmando las relaciones
moleculares que las unen. Los niveles de ARNm de las cateninas alteradas que
hemos analizado en nuestro estudio estaban disminuidos en ambos grupos de
pacientes. Ademas, CTNNAS3, gen que expresa la o T-catenina, mostré relaciones con
la FE y los diametros del VI en los pacientes con MCD, confirmando los resultados
obtenidos en modelos animales, donde la pérdida de funcion de este gen conlleva un
desarrollo de MCD temprana (Li et al. 2012).

Existen numerosos procesos reguladores de la transcripcidn y la traduccion en
las células, originando variaciones durante el conjunto de pasos que llevan a la
expresion de un gen. Algunos de estos factores como el splicing, la degradacién de
ARN vy las modificaciones post-traduccionales dificultan la tarea de relacionar
directamente niveles de ARNm con niveles proteicos. En estudios proteomicos se han
determinado diferentes modificaciones post-traduccionales en pacientes con IC de
origen isquémico y no isquémico (Schechter et al. 2014). Por lo tanto, en el caso de
las moléculas de adhesién, también deben existir otros mecanismos que regulen su

expresion tanto en la MCI como la MCD.

Ademas de mostrar las relaciones existentes entre la expresion de cadherinas,
cateninas, y proteinas desmosomales con la funcién ventricular de pacientes con IC, y
evidenciar el elevado numero de relaciones entre las distintas familias de moléculas de
adhesion entre si, hemos confirmado la comunicacién y relacién entre todas las
adhesiones miocardicas en un estado de IC crénica con muestras de trasplantes
cardiacos. Se han evidenciado un elevado numero de relaciones entre los distintos
genes, destacando los genes desmosomales. Esto sugiere que, durante la progresion
de la IC, los cambios en la expresiéon de unos genes de ahesiones celulares puedan
afectar a los niveles de expresion de otros. Todos estos resultads sugieren
fuertemente por tanto, la idea de un miocardio que actia como una unidad de
adhesion, donde todos los componentes (DIC, uniones célula-MEC, uniones
dependientes de calcio...) se relacionan entre si y se regulan mediante mecanismos
implicados con los cambios ventriculares. Nuestro analisis establece por lo tanto las
bases para futuros estudios enfocados en estos genes, incluyendo algunos nuevos

genes cuya funcion en la IC todavia es desconocida.
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2. ALTERACIONES EN LA ULTRAESTRUCTURA DEL MIOCARDIO Y EN LAS
ZONAS DE ADHESION EN PACIENTES CON INSUFICIENCIA CARDIACA

El analisis de la estructura del disco intercalar fue el siguiente paso en el
estudio de las adhesiones celulares en la IC, y como se esperaba, la reduccion en los
niveles de las principales moléculas de adhesidn que intervienen en este tipo de union
aparecio asociada a una serie de importantes alteraciones estructurales. En estudios
previos (Basso et al. 2006), se han identificado alteraciones en el DIC en pacientes
con MCA como la MCAVD, y también se han estudiado en modelos animales de estas
patologias arritmicas (McCauley y Wehrens 2009). En las imagenes obtenidas
mediante microscopia electronica de transmisién de muestras de VI, observamos
cambios en el DIC y la estructura de los desmosomas de pacientes con MCD,
mientras que en el grupo de pacientes con MCI no se observaron estas alteraciones.
El estudio ultraestructural del DIC mostr6 zonas de disolucion, donde la unién
intercelular parecio estar disminuida debido a la amplitud del espacio entre células. Se
midié el indice de convolucién del disco y los resultados también mostraron una
reduccion significativa de éste en las muestras del grupo de MCD. Los desmosomas
aparecieron desorganizados, y las placas internas de estas uniones mostraron areas
de palidez, comparando con el grupo CNT. La importancia de estas observaciones
radica en el origen de las muestras, provenientes de trasplantes de pacientes con IC,
tanto de origen isquémico como dilatado, siendo un estudio hasta ahora no realizado

en este tipo de muestras y cardiomiopatias.
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3. ESTABLECIMIENTO DE UN MODELO ANIMAL DE INSUFICIENCIA CARDIACA
CRONICA

En la investigacion basica, se intentan reproducir los mecanismos de las

patologias clinicas para evaluar nuevas técnicas de diagndstico y tratamiento de los

pacientes. A pesar del empleo de métodos alternativos in vitro, es necesario disponer

de modelos animales para el estudio de ciertas enfermedades.

Aunque bien es cierta que la capacidad de los modelos animales para replicar
la complejidad de las condiciones patologicas humanas es limitada, se han utilizado
como herramientas utiles en la definicion de los mecanismos patolégicos de la IC. En
el area cardiovascular existen diversos modelos animales, relacionados con
miocardiopatias dilatada y arritmica (Moncayo Arlandi y Javier 2016), infarto agudo de
miocardio y reperfusion (Zaragoza et al. 2011), o modelos de isquemia permanente
(Selye et al. 1960; Dewald et al. 2004). Estos ultimos son modelos crénicos, ya que
simulan una obstruccion coronaria por un proceso aterotrombédtico mediante Ila
oclusién permanente del vaso, y generan una serie de cambios miocardicos que
conducen a la IC. Durante el periodo posterior, se pueden analizar los cambios en el
modelo, desde estructurales y funcionales a moleculares, pudiendo determinar un
tratamiento que aplaque los mecanismos compensatorios y minimice o recupere las
zonas dafiadas. En el caso de nuestro estudio, se realizé la oclusion permanente de la
arteria coronaria descendente anterior izquierda (ACDAI), para producir en las ratas
una IC crénica. De este modo, no es posible la recuperacion espontanea de los
animales, que tiene lugar en modelos de isquemia/reperfusién, debido a la gran

capacidad regenerativa de los roedores.

La elecciéon de la especie para llevar a cabo el infarto experimental es
importante (Theroux et al. 1974; Schuleri et al. 2008), ya que existen diferencias entre
mamiferos de gran tamafio y de pequefio tamafo. En este estudio se optd por
mamifero inferior, debido a la facilidad de manejo de estos animales, al igual que los
menores costes y dificultades de estabulacién comparando con otros animales de
mayor tamafo. Las ratas, ratones y cerdos, han sido ampliamente utilizados para el
estudio de las patologias cardiovasculares, teniendo cada uno una serie de
limitaciones. En los roedores, la destreza quirurgica ha de ser mayor, debido a la
dificultad de los procedimientos por el reducido tamafio del corazén, afadiendo
ademas el error experimental debido a las imagenes ecocardiograficas que se
obtienen, donde es muy complicado conseguir imagenes de gran calidad que permitan

medir la funcion cardiaca tan claramente como en animales de mayor tamafo (Charuzi
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etal. 1983; Buda etal. 1986). Por otro lado, los conejos se han utilizado en
procedimientos quirurgicos (Elsner y Riegger 1995), pero en esta especie existe una
limitacion de tipo fisiolégico, ya que se trata de animales muy sensibles a los farmacos
anestésicos y la recuperacion posterior no es tan exitosa como en el resto de especies
(Allweiler et al. 2010). En cuanto a los grandes animales, el cerdo ha sido el animal
mas utilizado por la facilidad para realizar los procedimientos (incluso sin toracotomia,
con balén coronario mediante angiografia) y por su similitud con la anatomia y
fisiologia humana (Suzuki etal. 2011). Sin embargo, para un modelo de oclusion
cronica es necesaria la apertura del térax, con lo que conlleva esta cirugia en un
animal tan grande y con los cambios producidos en el miocardio debido a la rotura
pericardica que podrian influir en el remodelado y en los procesos cronicos. El modelo
porcino también cuenta con una elevada incidencia de fibrilaciones y taquicardias

ventriculares, que suponen una tasa alta de mortalidad (Suzuki et al. 2011).

Tras realizar la técnica quirdrgica en las ratas, como se describe en los
meétodos, se evaludé la funcién cardiaca posterior a la ligadura permanente para
compararla con la funcion basal previa al infarto. Los parametros de la funcion
ventricular estan directamente relacionados con el remodelado cardiaco que ocurre
tras el dafo tisular en el miocardio (Chuang et al. 2000). Se observé una reduccién en
la FA cardiaca de un 35% en los animales sometidos al IAM, el cual es clinicamente
relevante (Jensen etal. 2002), asi como un aumento del tamafio ventricular y la
existencia de zonas de disquinesia como consecuencia del infarto. El porcentaje de
mortalidad no fue muy elevado al compararlo con el que suele ser habitual en estos
procedimientos, entre el 27-50%, y la tasa de éxito post-infarto también se encontré en
valores adecuados en nuestro estudio, ya que menos del 50% en otros estudios en
ratas consiguen que se establezca la insuficiencia cardiaca (Olivares et al. 2012). Se
observé una area infartada amplia tras la extraccion de los corazones post-eutanasia,
que en estudios anteriores se ha mostrado muy variable, oscilando desde un 4-59%
en ratas (Ye et al. 1997). Los animales estuvieron estabulados durante 5 meses tras el
procedimiento, siendo un tiempo considerablemente mas largo que el utilizado

habitualmente en modelos crénicos en rata (Zhao et al. 2013).

Nuestro modelo permite el estudio de los mecanismos de la IC a largo plazo,
pudiendo evaluar mas facilmente el desarrollo de diferentes protocolos terapéuticos,
por ejemplo la terapia génica, y los cambios en la estructura del tejido cardiaco o en la
funcionalidad del 6rgano que originen. Una de las limitaciones de este estudio fue que

debido a su elevado coste, no se pudieron realizar los tratamientos de silenciamiento
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génico con vectores de los genes que se han visto alterados en las patologias
cardiacas. Esperamos, no obstante, que en un futuro cercano este proyecto se pueda
desarrollar. Con este modelo, por lo tanto, podriamos estudiar qué efectos tendrian las
modificaciones en la expresion de moléculas de adhesiébn en la MCI vy

experimentalmente elaborar una opcion terapéutica mediante el silenciamiento génico.

Aunque son necesarias mas investigaciones, en este trabajo se han descrito
moléculas potencialmente implicadas en el desarrollo de la patologia de la IC. Las
anomalias en la transcripcion de las proteinas de adhesion desmosomales y
cadherinas sugieren un efecto directo en la rotura de los discos intercalares y la
dilatacién del VI, mientras que las variaciones en las conexinas y sus relaciones
representan los principales factores que pueden determinar los defectos eléctricos.
Estos resultados en conjunto, nos ha permitido especular sobre los mecanismos
moleculares que subyacen a la IC y nos han llevado a realizar un modelo en el que
confirmar estas hipétesis. Un analisis mas intenso de estos mecanismos permitira
identificar la contribucion de cada molécula de adhesiéon en las miocardiopatias

dilatada e isquémica, asi como nuevas estrategias terapéuticas.

122









1. El transcriptoma de pacientes con insuficiencia cardiaca esta alterado en un gran
numero de genes, entre los que destacan las familias de moléculas de adhesion,

siendo la tercera categoria funcional mas alterada.

2. En la miocardiopatia de origen isquémico, el aumento en los niveles de ARNm de

PCDGHAS3 se relacionan con la disfuncion ventricular izquierda.

3. En la miocardiopatia dilatada, los niveles de ARNm de CTNNA3, DSP y GJA3 estan

directamente relacionados con una mejor funcién ventricular.

4. La estructura del disco intercalar esta interrumpida y las uniones entre
cardiomiocitos estan alteradas en pacientes con cardiomiopatia dilatada, mientras que

estos cambios no se observan en la cardiomiopatia isquémica.

5. El establecimiento de un modelo animal de insuficiencia cardiaca permite el estudio
cronico de los mecanismos y condiciones patolégicas que se sufren en esta
enfermedad y es una herramienta util para el desarrollo de terapias génicas en estos

pacientes.
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Tabla 1. Relaciones entre los diferentes genes alterados de adhesiones celulares en

pacientes con MCI y los parametros hemodinamicos y de funcién ventricular.

Fraccion Fraccion
Gen DSVI DDVI Volumen latido

Eyeccion Acortamiento

r=-0.534 r=-0.553 r=0.517 r=0.460 r=-0.340
CADM1

P=0.091 P=10.078 P=0.103 P=0.154 P=0.336

r=-0.417 r=-0.368 r=-0.190 r=-0.289 r=-0.058
CDH6

P=0.202 P =0.266 P=0.575 P =0.388 P=0.874

r=0.283 r=0.368 r=-0.171 r=-0.096 r=0.526
CDH13

P =0.399 P =0.265 P=0.615 P=0.778 P=0.116

=-0.055 =-0.161 =-0.014 =-0.061 =-0.353

CDH26

P=0.876 P=0.637 P =0.967 P =0.859 P=0.318

r=-0.591 r=-0.609 r=0.328 r=0.258 r=-0.512
CLDN9

P=0.072 P=0.062 P =0.354 P=0.473 P=0.159

r=0.027 r=0.034 r=0.275 r=0.323 r=0.149
CLDN12

P =0.936 P =0.922 P=0.414 P=0.332 P =0.681

r=-0.028 r=-0.057 r=-0.092 r=-0.118 r=-0.195
CTNNAS3

P =0.936 P =0.869 P=0.788 P=0.729 P =0.589

r=-0.515 r=-0.412 r=0.181 r=0.088 r=-0.316
CTNND2

P=0.102 P =0.209 P =0.595 P=0.798 P=0.374

r=-0.206 r=-0.211 r=0.306 r=0.292 r=-0.074
DSC2

P=0.544 P=0.533 P =0.360 P=0.383 P =0.838
DSp r=0.090 r=0.100 r=-0.316 r=-0.320 r=-0.296

P=0.792 P=0.769 P=0.344 P=0.337 P =0.407

r=0.198 r=0.165 r=0.044 r=0.082 r=-0.110
FHOD1

P =0.559 P=0.629 P =0.899 P=0.811 P=0.763

r=-0.117 r=-0.100 r=0.113 r=0.114 r=0.015
GJA3

P=0.732 P=0.769 P=0.741 P=0.738 P =0.967
GUCT r=0.097 r=0.111 r=0.283 r=0.350 r=0.011

P=0.778 P=0.745 P =0.398 P=0.292 P=0.976

r=10.059 r=0.122 r=-0.473 r=-0.497 r=-0.409
ITGA1

P=0.863 P=0.721 P=0.142 P=0.120 P=0.240

r=0.231 r=0.316 r=-0.429 r=-0.398 r=0.554
ITGA6

P =0.495 P=0.344 P=0.188 P=0.226 P =0.096

r=0.372 r=0.388 r=-0.168 =-0.088 r=0.625
ITGA9

P =0.260 P=0.239 P=0.621 P=0.797 P =0.053

r=-0.199 r=-0177 r=0.048 r=0.015 r=0.025
ITGAE

P =0.558 P=0.602 P =0.888 P =0.966 P =0.946
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r=-0.491 r=-0.458 r=10.066 r=-0.025 r=-0.457
ITGAM

P=0.150 P=0.183 P =0.856 P =0.945 P=0.216

r=0.292 r=0.338 r=-0.348 =-0.311 r=0.523
ITGAV

P=0.414 P =0.340 P =0.325 P =0.381 P=0.148

r=0.260 r=0.311 r=-0.548 r=-0.541 r=0.544
JAM?2

P =0.440 P =0.352 P =0.081 P =0.086 P=0.104
JUP r=20.109 r=0.144 r=-0.049 r=-0.023 r=0.101

P=0.750 P=0.672 P =0.885 P =0.945 P=0.782

r=0.130 r=20.200 r=0.020 r=0.074 r=0.358
LIMS1

P=0.704 P =0.556 P =0.954 P =0.830 P =0.309

r=10.031 r=0.023 r=-0.274 r=-0.287 r=0.246
PCDH7

P =0.932 P =0.950 P =0.444 P =0.422 P =0.524

r=0.176 r=0.234 r=-0.471 r=-0.453 r=0.542
PCDH12

P =0.627 P=0.516 P=0.169 P=0.188 P=0.132

r=0.112 r=20.033 r=0.083 r=10.088 r=-0.121
PCDH15

P=0.744 P =0.924 P =0.809 P=0.796 P=0.738

r=0.333 r=0.383 r=-0.335 =-0.277 r=0.361
PCDHB4

P =0.347 P=0.275 P=0.344 P =0.439 P=0.340

r=0.258 r=0.284 r=-0.266 r=-0.128 r=0.374
PCDHB6

P =0.461 P =0.453 P =0.457 P=0.724 P =0.321

r=0.304 r=0.334 r=-0.159 r=-0.076 r=0.400
PCDHB10

P=0.426 P =0.380 P =0.682 P =0.847 P=0.326

r=-0.068 r=-0.191 r=0.534 r=10.541 r=-0.454
PCDHB15

P =0.843 P=0.574 P =0.056 P =0.052 P=0.188

r=-0.307 r=-0.278 r=0.443 r=0.436 r=-0.435
PCDHGA?2

P =0.422 P =0.469 P =0.232 P =0.241 P =0.282

r=-0.793 r=-0.822 r=0.867 r=0.781 r=-0.826
PCDHGAS3

P =0.004 P =0.002 P=0.001 P =0.005 P =0.003

r=20.160 r=0.197 r=20.182 r=0.268 r=10.321
PCDHGAS

P=0.638 P=0.562 P=0.591 P=0.426 P =0.366

r=10.361 r=0.284 r=-0.161 r=-0.114 r=-0.100
PCDHGA7

P =0.340 P =0.459 P =0.679 P=0.771 P=0.813

r=-0.448 r=-0.503 r=0.609 r=0.563 r=-0.579
PCDHGB3

P=0.194 P=0.138 P =0.062 P =0.090 P=0.102

r=0.265 r=0.309 r=-0.538 r=-0.539 r=0.146
PCDHGB7

P =0.459 P =0.384 P=0.109 P=0.108 P=0.708

r=0.065 r=0.053 r=0.202 r=0.255 r=0.421
PCDHGC3

P =0.868 P =0.893 P =0.602 P =0.508 P =0.299
PKP2 r=-0.025 r=10.091 r=-0.176 r=-0.191 r=0.312
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P =0.941 P=0.790 P =0.606 P=0.574 P=0.379
r=-0.055 r=-0.108 r=0.322 r=0.325 r=-0.179
PKP4
P=0.873 P=0.752 P=0.334 P=0.329 P=0.621
r=0.013 r=0.056 r=-0.067 r=-0.038 r=0.484
PVRL3
P=0.972 P=0.878 P =0.854 P=0.916 P=0.187
SELP r=-0.304 r=-0.373 r=0.146 r=0.076 r=-0.549
P=0.363 P=0.259 P=0.668 P=0.825 P=0.100
VoL r=0.022 r=0.013 r=10.409 r=0.456 r=-0.091
P =0.949 P=0.971 P=0.211 P=0.159 P =0.803
=-0.379 =-0.390 r=0.008 =-0.065 =-0.238
VCAM1
P =0.251 P=0.236 P =0.981 P=0.849 P =0.507
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Tabla 2. Principales relaciones entre los genes de adhesiones alterados en la MCI.

/s
—

Fraccion Fraccion
Gen DSVI DDVI Volumen latido

Eyecciéon Acortamiento

r=-0.534 r=-0.553 r=0.517 r=0.460 r=-0.340
CADM1

P=0.091 P=10.078 P=0.103 P=0.154 P=0.336

r=-0.417 r=-0.368 r=-0.190 r=-0.289 r=-0.058
CDH6

P=0.202 P =0.266 P=0.575 P =0.388 P=0.874

r=0.283 r=0.368 r=-0.171 r=-0.096 r=0.526
CDH13

P =0.399 P =0.265 P=0.615 P=0.778 P=0.116

r=-0.055 r=-0.161 r=-0.014 r=-0.061 r=-0.353
CDH26

P=0.876 P=0.637 P =0.967 P =0.859 P=0.318

r=-0.591 r=-0.609 r=0.328 r=0.258 r=-0.512
CLDN9

P=0.072 P=0.062 P=0.354 P=0.473 P=0.159

r=0.027 r=0.034 r=0.275 r=0.323 r=0.149
CLDN12

P =0.936 P=0.922 P=0.414 P=0.332 P =0.681

r=-0.028 r=-0.057 r=-0.092 r=-0.118 r=-0.195
CTNNAS3

P =0.936 P =0.869 P=0.788 P=0.729 P =0.589

r=-0.515 r=-0.412 r=0.181 r=10.088 r=-0.316
CTNND2

P=0.102 P =0.209 P =0.595 P=0.798 P=0.374

r=-0.206 r=-0.211 r=0.306 r=0.292 r=-0.074
DSC2

P=0.544 P=0.533 P =0.360 P=0.383 P=0.838
DSp r=0.090 r=0.100 r=-0.316 r=-0.320 r=-0.296

P=0.792 P=0.769 P=0.344 P=0.337 P =0.407

r=0.198 r=0.165 r=0.044 r=0.082 r=-0.110
FHOD1

P =0.559 P=0.629 P =0.899 P=0.811 P=0.763

r=-0.117 r=-0.100 r=0.113 r=0.114 r=0.015
GJA3

P=0.732 P=0.769 P=0.741 P=0.738 P =0.967
GUCT r=0.097 r=0.111 r=0.283 r=0.350 r=0.011

P=0.778 P=0.745 P =0.398 P=0.292 P=0.976

r=10.059 r=0.122 r=-0.473 r=-0.497 r=-0.409
ITGA1

P=0.863 P=0.721 P=0.142 P=0.120 P=0.240

r=0.231 r=0.316 r=-0.429 r=-0.398 r=0.554
ITGA6

P =0.495 P=0.344 P=0.188 P=0.226 P =0.096

r=0.372 r=0.388 =-0.168 =-0.088 r=0.625
ITGA9

P =0.260 P=0.239 P=0.621 P=0.797 P =0.053

r=-0.199 r=-0177 r=0.048 r=0.015 r=0.025
ITGAE

P =0.558 P =0.602 P =0.888 P =0.966 P =0.946
ITGAM r=-0.491 r=-0.458 r=0.066 r=-0.025 r=-0.457
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P=0.150 P=0.183 P =0.856 P =0.945 P=0.216

r=0.292 r=0.338 r=-0.348 =-0.311 r=0.523
ITGAV

P=0.414 P =0.340 P =0.325 P =0.381 P=0.148

r=0.260 r=0.311 r=-0.548 r=-0.541 r=0.544
JAM2

P =0.440 P =0.352 P =0.081 P =0.086 P=0.104
JUP r=20.109 r=0.144 r=-0.049 r=-0.023 r=0.101

P =0.750 P=0.672 P =0.885 P =0.945 P=0.782

r=20.130 r=20.200 r=10.020 r=0.074 r=0.358
LIMS1

P=0.704 P =0.556 P =0.954 P =0.830 P =0.309

r=10.031 r=0.023 =-0.274 =-0.287 r=0.246
PCDH7

P =0.932 P =0.950 P =0.444 P =0.422 P=0.524

r=0.176 r=0.234 r=-0.471 r=-0.453 r=0.542
PCDH12

P =0.627 P=0.516 P=0.169 P=0.188 P=0.132

r=0.112 r=0.033 r=20.083 r=10.088 r=-0.121
PCDH15

P=0.744 P =0.924 P =0.809 P=0.796 P=0.738

r=0.333 r=0.383 r=-0.335 r=-0.277 r=0.361
PCDHB4

P =0.347 P=0.275 P=0.344 P =0.439 P=0.340

r=0.258 r=0.284 r=-0.266 =-0.128 r=0.374
PCDHB6

P =0.461 P =0.453 P =0.457 P=0.724 P =0.321

r=0.304 r=0.334 r=-0.159 r=-0.076 r=0.400
PCDHB10

P=0.426 P =0.380 P =0.682 P =0.847 P =0.326

r=-0.068 r=-0.191 r=0.534 r=10.541 r=-0.454
PCDHB15

P =0.843 P=0.574 P =0.056 P =0.052 P=0.188

r=-0.307 r=-0.278 r=0.443 r=0.436 r=-0.435
PCDHGA?2

P =0.422 P =0.469 P =0.232 P =0.241 P =0.282

=-0.793 =-0.822 r=0.867 r=0.781 =-0.826

PCDHGAS3

P =0.004 P =0.002 P=0.001 P =0.005 P=0.003

r=20.160 r=0.197 r=20.182 r=0.268 r=10.321
PCDHGAS

P=0.638 P =0.562 P=0.591 P=0.426 P =0.366

r=0.361 r=0.284 r=-0.161 r=-0.114 r=-0.100
PCDHGA7

P =0.340 P =0.459 P =0.679 P=0.771 P=0.813

r=-0.448 r=-0.503 r=0.609 r=0.563 r=-0.579
PCDHGB3

P=0.194 P=0.138 P =0.062 P =0.090 P=0.102

r=0.265 r=0.309 r=-0.538 r=-0.539 r=0.146
PCDHGB7

P =0.459 P =0.384 P=0.109 P=0.108 P=0.708

r=0.065 r=0.053 r=0.202 r=0.255 r=0.421
PCDHGC3

P =0.868 P =0.893 P =0.602 P =0.508 P =0.299

r=-0.025 r=10.091 r=-0.176 r=-0.191 r=0.312
PKP2

P =0.941 P=0.790 P =0.606 P=0.574 P=0.379
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PKP4 r=-0.055 r=-0.108 r=0.322 r=0.325 r=-0.179
P=0.873 P=0.752 P=0.334 P =0.329 P =0.621
r=0.013 r=0.056 r=-0.067 =-0.038 r=0.484

PVRL3
P=0.972 P=0.878 P =0.854 P=0.916 P=0.187

SELP r=-0.304 r=-0.373 r=0.146 r=0.076 r=-0.549
P=0.363 P =0.259 P=0.668 P=0.825 P=0.100

VoL r=0.022 r=0.013 r=0.409 r=0.456 r=-0.091
P =0.949 P=0.971 P=0.211 P=0.159 P =0.803
r=-0.379 r=-0.390 r=0.008 =-0.065 r=-0.238

VCAM1
P=0.251 P =0.236 P =0.981 P=0.849 P =0.507
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