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La imponente energia del corazén El corazén realiza mds trabajo fisico que
cualquier otro musculo del cuerpo. Cada dia, el corazén humano genera energia
como para desplazar un vehiculo durante 32 kilometros. Segin la Fundacion
Espariola del Corazon, el corazén bombea 5 litros de sangre cada minuto (lo que
denominamos gasto cardiaco). En el plazo de toda una vida, bombeard 1,5
millones de barriles de sangre.



INTRODUCCION







InTRODUCCION

El presente trabajo centra su estudio en los principales adrenoceptores (AR) y las cinasas de
receptores acoplados a proteinas G (GRK) que los regulan, a nivel del sistema cardiovascular,
haciendo mayor hincapié en su 6rgano central, el corazon. Estudiaremos de qué manera estos
AR y GRK rigen la funcionalidad del corazon tanto en situaciones de normalidad como en
situaciones patologicas, concretamente en hipertension, insuficiencia cardiaca o situaciones
extremas de trasplante cardiaco.

Un atrayente aspecto de esta tesis es la combinacidn del trabajo experimental a nivel de
laboratorio junto con el clinico a nivel hospitalario. Esta alianza entre datos de expresion
génica obtenidos a nivel experimental de los AR y GRK adyacente con el conocimiento de las
diferentes variables clinicas conseguidas durante la observacion y control del paciente
ayudardn a conocer ciertos aspectos de la idiosincrasia de la insuficiencia cardiaca (IC).

Por otro lado, ademds de estudiar estos receptores y sus cinasas reguladoras en tres de los
componentes més importantes del sistema cardiovascular como son el corazon, la aorta y el
rifidn, examinaremos estos en linfocitos circulantes humanos donde estudios previos mostraron
la posibilidad de poder ser utilizados como biomarcadores durante el desarrollo de una
patologia cardiaca o tras trasplante de corazon por los cambios de expresion sufridos en tales
dolencias.

No hay que olvidar que esta tesis nacid y se desarroll6 en un ambiente farmacoldgico como es
el Departamento de Farmacologia de la Universidad de Valencia por lo que abordaremos
también como los diferentes tratamientos de eleccion administrados frente a la IC repercuten
en la expresion de los AR y las GRK, hecho que nos puede ayudar a entender y a conocer
diferentes aspectos a nivel intracelular.
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El corazoén late sin descanso unas 80 veces por minuto incluso antes de nuestro
nacimiento, cuando aiin nos encontramos en la placenta (con apenas 4 semanas).
A lo largo de un dia, una media de 100.000 latidos bombeardn en torno a 8.000
litros de sangre, segiin el Texas Heart Institute. Si el corazon fuese una fuente, su
potencia haria que la sangre alcanzara los 10 metros de altura
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1.- ANATOMIA Y FISIOLOGIA CARDIACA

Aunque bien conocida es la figura del corazdén en el organismo, se hace necesario recordar
clertos aspectos de éste para una apropiada comprensidon de la presente tesis, por ello,
abordaremos en el primer apartado un pequefio memordndum de la fisiologia del 6rgano
central del sistema circulatorio.

1.1.- Morfologia cardiaca

Capilares de
¢ intercambio
Aol N ~ degasesen
os pulmones
S8

Circuito pulmonar

El corazon, distinguido por ser el érgano principal del

aparato circulatorio, posee la funcion de bomba, que

impulsa y favorece la llegada de la sangre a todas las

partes del organismo. Se trata de un 6rgano muscular

Arterias Venas
pulmonares pulmonares

auto-controlado, una bomba aspirante e impelente,
formado por dos bombas en paralelo que trabajan al cavas
unisono para propulsar la sangre hacia todos los ;

Ventriculo ||
| izquierdo |
|
i

organos del cuerpo. Por una parte existe el bombeo
de la sangre en ciclo cerrado usando los vasos

Ventriculo derecho

Circuito sistémico

sanguineos como conductos a todas las partes del
sistema corporal, denominado circuito sistémico, y
por otra el circuito que solo atiende a los pulmones, 0

& Capilares de
e—intercambio
de gases en
los tejidos

circuito pulmonar encargado de oxigenar la sangre.
Esta actividad fisiologica la consigue el corazdén a

y,

través de la division de su estructura en cuatro cdmaras o cavidades: dos superiores, las
auriculas derecha e 1zquierda y dos inferiores, el ventriculo derecho (VD) e 1zquierdo (VI).
Las auriculas son cdmaras de recepcidn, que envian la sangre que reciben hacia los
ventriculos, que funcionan como cdmaras de expulsion.

La pared del corazon se encuentra formada por tres capas:

El endocardio, una membrana serosa de endotelio y tejido conectivo de revestimiento
interno, con la cual entra en contacto la sangre. Incluye fibras eldsticas y de
coldgeno, vasos sanguineos y fibras musculares especializadas, las cuales se
denominan Fibras de Purkinje (conducen el impulso eléctrico que ocasiona la
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contraccidon coordinada de los ventriculos del corazén). En su estructura encontramos
las trabéculas carnosas, que dan resistencia para aumentar la contraccion del corazon.

e FEl miocardio, es una masa muscular contrictil. El masculo cardiaco propiamente
dicho; encargado de impulsar la sangre por el cuerpo mediante su contraccion.

Encontramos también en esta capa tejido
. . ) Cavidad pericérdica
conectivo, capilares sanguineos,

capilares linfaticos y fibras nerviosas. Pericardio
fibroso ! )
Miocardio

e FEl pericardio es una membrana  Percardio

parietal N Endocardio

77

fibroserosa constituida en pericardio o
Pericardio

visceral seroso o epicardio y el Viseiefal
pericardio fibroso 'y parietal, que e
envuelve al corazén y a los grandes

vasos separdandolos de las estructuras vecinas. Forma una especie de bolsa o saco que
cubre completamente al corazon y se prolonga hasta las raices de los grandes vasos.

En conjunto recubren a todo el corazén para que este no tenga alguna lesion.

1.2.- Gasto cardiaco

El gasto cardiaco (GC) o
volumen minuto se conoce

GC=VSxFC

) (VS: volumen sistolico de eyeccion; FC: frecuencia cardiaca)
como la cantidad de sangre En condiciones normales en varones, GC = 70 ml/latido x 75

bombeada cada minuto por latidos/min = 5 L/min.
cada ventriculo. De esta En las mujeres es un 10 a un 20% menor de este valor

forma el flujo que circula por
el circuito mayor o menor corresponde a lo proyectado por el sistema de bombeo. Se calcula
mediante el producto del volumen sistolico, (volumen impulsado en cada latido cardiaco) por

la frecuencia cardiaca (nimero de latidos o ciclos cardiacos por minuto). Para un individuo

adulto medio, el GC se encuentra entre 5-6 litros/min, aunque puede variar dependiendo, por
ejemplo, de la actividad que se esté realizando. El corazon impulsa la sangre mediante los
movimientos de sistole (contraccion del corazon para expulsar la sangre hacia los tejidos) y
distole (relajacion del corazon para recibir la sangre procedente de los tejidos).

El volumen sistolico de eyeccion (VS) a su vez depende de dos factores: actividad mecanica

y postcarga. La actividad mecénica del corazon depende de la fuerza de contraccion y de la
contractilidad. La postcarga es la fuerza que se opone a la salida de sangre del ventriculo
durante la sistole; o bien puede ser definida como el grado de estrés en la pared del
ventriculo a lo largo de la sistole ventricular.
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La frecuencia cardiaca o de contraccidon (FC), en condiciones normales, modula directamente

el volumen de expulsidn; ya que la postcarga se mantiene constante.

1.3.- Regulacion del gasto cardiaco

El funcionamiento del corazén humano es un proceso con cierta autonomia, la habilidad del
musculo cardiaco de contraerse ritmicamente para bombear la sangre al cuerpo es intrinseca
(propia), es una propiedad del masculo en si mismo y no depende del sistema nervioso. Pero
aun asi, el corazon sano tiene un amplio suministro de fibras nerviosas que pueden alterar el
ritmo de funcionamiento establecido por los factores intrinsecos.

El corazon se ayuda de diversos mecanismos para mantener el GC segln las demandas del
organismo cuando aumenta la sobrecarga hemodindmica, ya sea de presion o de volumen, o
cuando ha sufrido una pérdida de masa miocdrdica o de la contractilidad. Entre los
mecanismos mas importantes estdn los diversos cambios neurohumorales que, segln el
momento, pueden ser de cardcter adaptador y no adaptador. Aunque estos ajustes son utiles
porque mantienen la presion de perfusion arterial ante una disminucidn brusca del GC,
también aumentan la carga hemodindmica y las necesidades de oxigeno del ventriculo

msuficiente por lo que, a largo plazo, pueden ejercer un efecto deletéreo (Harrison y cols.,
2001).

Uno de los sistemas mas importantes de control es el Sistema Nervioso Auténomo (SNA) o
también conocido como vegetativo. El SNA controla las acciones involuntarias, a diferencia
del sistema nervioso somatico. Este se divide en:

- Sistema simpatico: usa noradrenalina (NA) y adrenalina (A) como neurotransmisor.

Estd implicado en actividades que requieren gasto de energia. También es llamado sistema
adrenérgico o noradrenérgico el cual prepara al cuerpo para reaccionar ante una situacion de
estrés. A nivel de corazon aumenta el ritmo y fuerza de contraccion. La estimulacion
simpética que puede aparecer en situaciones de fuerte estrés o de intenso ejercicio fisico,
aumentan la frecuencia cardiaca (taquicardia, o efecto cronotropo positivo) pudiendo llegar a
alcanzar frecuencias de 200-220 latidos/minuto, asi como la velocidad de conduccion.

- Sistema parasimpatico: Su neurotransmisor es la acetilcolina. Estd encargado de

almacenar y conservar la energia. Es llamado también sistema colinérgico, mantiene al
cuerpo en situaciones normales y luego de haber pasado la situacion de estrés es antagdnico
al simpético. A nivel cardiaco reduce el ritmo y fuerza del corazon. La bradicardia que se
produce durante el suefio, se basa en el incremento de actividad parasimpdtica y en la
disminucion de actividad simpética.
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- Sistema nervioso entérico: Se encarga de controlar directamente el sistema

gastrointestinal.

La utilizacidén de neurotransmisores por el sistema nervioso, los cuales son liberados como
respuesta a distintos estimulos, son reconocidos por proteinas especializadas, denominados
receptores, localizados en las membranas de las células diana. Como consecuencia de esta
interaccion los receptores a menudo sufren un cambio conformacional que afecta a la
actividad de su dominio intracitoplasmatico en un proceso conocido como transduccion de
sefales.

Existen varios sistemas de receptores que regulan la contractibilidad y el ritmo cardiaco,
entre ellos encontramos los receptores adrenérgicos (AR), muscarinicos, de endotelina y
angiotensina II, encargados de mediar eventos esenciales en la funcion cardiovascular como
resistencia vascular, contractilidad cardiaca, desarrollo del sistema cardiovascular y el
crecimiento y remodelado de diferentes tipos de células cardiacas (Frey & Olson, 2003).



Receptores Adrenérgicos

2.- RECEPTORES ADRENERGICOS

Como se ha comentado en el primer punto de la introduccidn, el sistema adrenérgico juega
un papel crucial en la preparacion del organismo ante una situacion de estrés. Los receptores
adrenérgicos son los encargados de emprender diversos procesos fisioldgicos en presencia
del agonista, como es el caso del aumento de la contractilidad y la frecuencia cardiaca a
nivel cardiovascular. Ante la importancia de estos receptores abordaremos en este segundo
apartado de la introduccion sus principales caracteristicas y peculiaridades concretando més
a nivel cardiovascular.

2.1 Caracteristicas generales

Los Receptores Adrenérgicos o Adrenoceptores (AR), son proteinas pertenecientes a la
familia de los receptores de siete dominios transmembrana (7TM), también conocidos como
receptores acoplados a proteina G (GPCR), cuyos miembros son las dianas mds frecuentes
de la terapéutica actual. Estos receptores, aunque relacionados desde el punto de vista
estructural, presentan ciertas diferencias que hacen que controlen diversos procesos
fisiologicos mediante la activacion de vias de sefializacion que llevan a la sintesis o descarga
de numerosos y variados segundos mensajeros. A través de estos sistemas transductores de
seflales bioguimicas median las acciones, tanto centrales como periféricas, las principales
catecolaminas endodgenas: el neurotransmisor NA, y la hormona y neurotransmisor A. Asi
pues, los receptores adrenérgicos, por ser los encargados de trasmitir la sefial de estas
catecolaminas, estan directamente implicados en diferentes procesos fisiologicos. A nivel
circulatorio, ambas catecolaminas juegan un papel importante en el control de la presion
arterial, la frecuencia cardiaca, la fuerza de contraccion cardiaca o la reactividad de las vias
aéreas. Por todo ello, se han convertido a lo largo de su historia en diana terapéutica de
diferentes enfermedades tanto cardiovasculares, tan importantes como la hipertension arterial
(HTA) o la IC, en enfermedades respiratorias como el asma, como en otras patologias no
menos importantes como la hipertrofia prostatica benigna, la congestion nasal, la obesidad, o
el dolor entre muchas otras (Guimaraes & Moura, 2001; Pierce y cols., 2002; Lefkowitz,
2004).

La estructura de los AR consiste en una cadena polipeptidica de entre 400 a 572
aminodcidos segfin el subtipo o la especie en la que se estudie, cuyo extremo N-terminal estd
localizado en la parte extracelular y el extremo C-terminal se encuentra en el citosol, donde
juega un papel primordial en el acoplamiento con la proteina G y por tanto en la
transduccion de la sefial.
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Comprenden dos requerimientos basicos gracias a los cuales estas proteinas pueden ser
clasificadas como GPCR:

- Se componen de siete regiones, o dominios transmembrana, de entre 20 a 35
aminodcidos cada una, en conformacion helicoidal, de cardcter hidrofébico para que se
dispongan 1nsertadas a través de la membrana plasmatica y conectadas entre si por lazos
intracelulares y extracelulares hidrofilos, alternandose tres lazos extracelulares con
regiones especificas para la unidn con el agonista, y tres lazos intracelulares, uno de
ellos, el tercer lazo, més largo y que presenta los lugares de unién con las proteinas G.

- El segundo requisito imprescindible para su clasificacidon dentro de la superfamilia de
los GPCR es, precisamente, su capacidad para acoplarse a la proteina G, 1o que confiere
al receptor la habilidad de transmitir las sefiales recibidas por las catecolaminas
(Fredriksson y cols., 2003).

W EEW NSV G PGB E T G CEE (A G EAE (WC (P Extremo
LU CO0ONO000EN00AUCCUDOCNCO00OUCUNCOOCU0CYOCCO0R Amino-terminal

ESPACIO EXTRACELULAR
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INTRACELULAR O CUOY U e L o
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Carboxilo-terminal

&
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Modelo de receptor de la familia de los GPCR con 7 dominios transmembrana.
Imagen modificada del modelo de estructura y secuencia aminoacidica disefiado para el AR-oua por Lomasney y cols., 1991.

2.2.- Clasificacion de los receptores adrenérgicos

La clasificacién actual a dia de hoy aceptada por la IUPHAR (The International Union of
Basic and Clinical Pharmacology) consta de 9 subtipos diferentes de AR (Bylund y cols.,
1994; Hieble y cols., 1995; Garcia-Sainz y cols., 1999; Michelotti y cols., 2000). Los
receptores adrenérgicos estdn subdivididos en tres subfamilias: a1, o2 y B segln su
estructura, farmacologia y mecanismos de sefializacion (Hieble y cols., 1995). Al menos tres
subtipos han sido identificados dentro de cada subfamilia. Asi los AR-a1 se subdividen en
AR-0a1a, -ous y -01p, los AR-a2 se subdividen en AR-02a, -028 y -02c, mientras que entre los
AR-P se encuentran los subtipos AR-P1, -B2 y -Ba.
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Clasificacion Receptores Adrenérgicos
Clasificacion ITUPHAR

AR-q, AR-a, AR-B

Qa Og Oyp Oyp Oz UOop By By B3

Bylund v cols., 1994, Hieble y cols., 1993

Hasta llegar a esta clasificacion aceptada por la [UPHAR, numerosos investigadores durante
el altimo siglo han centrado sus investigaciones en esclarecer tal entramado sistema. Desde
los primeros investigadores como Langley en 1901, que abrid las puertas hacia estas
deducciones gracias a sus experimentos de fisiologia y farmacologia cldsica, iniciando asi el
concepto de  “sustancia receptora” 'y posteriormente Dale el cual, en 1906, observo los
efectos antagdnicos de la ergotoxina sobre la contraccion inducida por A, sentando las bases
para el estudio de los AR (ademds de receptores muscarinicos y nicotinicos) hasta nuestros
dias. En la actualidad, en el campo de los AR, destacan los cientificos estadounidenses
Robert J. Lefkowitz y Brian K. Kobilka los cuales fueron galardonados con el Premio Nobel
de Quimica 2012 por sus estudios en el ambito de los adrenoreceptores B y otros receptores
acoplados a proteinas G.

Los mencionados Langley y Dale establecieron las bases de la interaccién farmaco-receptor.
Ahlquist en 1948 postuld por primera vez la existencia de mas de un receptor adrenérgico;
basd su hipdtesis en un estudio sobre las habilidades de la A, NA y otros agonistas
relacionados para regular diversos procesos fisioldgicos. Asi, se denomind adrenoceptor o
(AR- o) al receptor que mediaba respuestas celulares en las cuales el orden de potencia que
se obtenia para los agonistas era: A > NA >> 1soprenalina. Las respuestas observadas en este
caso fueron: vasoconstriccidn, contraccion del Gtero y los uréteres, contraccion de la
membrana nictitante, dilatacion de la pupila e inhibicion del tono del intestino. Para las
respuestas definidas o mediadas por el adrenoceptor B (AR-B) se obtenia un orden de
potencia diferente: 1soprenalina > A > NA. Las respuestas definidas farmacoldgicamente
segln este orden de potencia fueron: vasodilatacion, relajacion uterina y estimulacion del
miocardio (InotropiSmo positivo).

Mais tarde Langer (1974) basandose en su localizacion anatomica, subdividi6 los AR-a en
a2, localizados a nivel de las terminales nerviosas simpaticas donde actian como inhibidores
de la liberacion de NA, y en au, localizados postsindpticamente. Esta clasificacion anatdmica
se descartd posteriormente, al demostrarse la existencia de AR-o2 también en células
efectoras de la musculatura lisa vascular (McGrath, 1983), y se sustituyd por una
clasificacion farmacologica y funcional, ante la notable habilidad de la yohimbina y la
rauwolscina para actuar como antagonistas o2. Actualmente, el desarrollo de agonistas y
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antagonistas potentes y selectivos ha permitido una clasificacion farmacologica mas precisa
de los AR-a. Asi, el adrenoceptor oiu se caracteriza por su activacion especifica por
fenilefrina, metoxamina y cirazolina y su respuesta fisiologica es antagonizada por una
concentracion baja de prazosin; los AR-a2 son activados por los agonistas BHT 933 y UK

14304 vy son antagonizados selectivamente por yohimbina y rauwolscina (Bylund y cols.,
1994).

Como bien se ha comentado anteriormente, deben de recibir mencidn especial Robert J.
Lefkowitz y Brian K. Kobilka por su reconocimiento con el premio Nobel de Quimica en el
2012. Premiados por sus hallazgos sobre los receptores acoplados a las proteinas G, deben
tan preciado galardén a sus estudios sobre los receptores adrenérgicos. Lefkowitz determind
la secuencia, estructura y funcidon de los AR-B y descubrid y caracterizé dos familias de
proteinas que regulan estos receptores, las cinasas que se unen a los receptores acoplados a
proteinas G (GRK) y las B-arrestinas. Mientras que en el caso de Kobilka, destacan sus
estudios en la estructura y actividad de los GPCR, en particular, su laboratorio establecio la
estructura molecular del AR-B2 mediante rayos X, y seguidamente pronto se determind la
estructura de otros receptores.

2.2.1 Adrenoceptores o

Los AR-ou son los principales responsables de la regulacion de procesos fisioldgicos como
la contraccion vascular y la fuerza de contraccién del corazén, por lo tanto estin
directamente implicados en la regulacion de la presion arterial (PA), del flujo sanguineo, el
notropismo cardiaco aunque también estdn relacionados con la hipertrofia cardiaca y la
hipertrofia prostatica benigna. Por ello, son las dianas terapéuticas de enfermedades tan
frecuentes como la HTA (Michelott1 y cols., 2000; Hein & Michel, 2007) y la hipertrofia
prostatica benigna.

Los tres subtipos descritos: oua, 0B, y 01p, se encuentran acoplados a la proteina Gqg/11, por
lo que 1nician los procesos fisiologicos a través de la activacion de la fosfolipasa C (PLC).
Ademads estos receptores se encuentran en mayor o menor medida acoplados a otros sistemas
de sefializacion intracelular implicados en procesos de regulacion de la expresion de genes,
sintesis de proteinas y control del ciclo celular (Piascik & Pérez, 2001)

Por otro lado, la distribucién de cada subtipo a lo largo del organismo varia, por lo que un
subtipo u otro estard mas o menos implicado en la contraccidon vascular y por lo tanto en el
control de la presion arterial, o en uno u otro proceso fisiolégico o patoldgico, dependiendo
del territorio que se trate (Piascik & Pérez, 2001). Asi pues, el conocimiento exacto de las
diferencias en las funciones de los subtipos de AR-ou estard relacionado con las diferencias
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entre caracteristicas tales como la distribucidn tisular, la eficiencia de acoplamiento a la
proteina G, las vias de sefalizacidn capaces de activar y los sistemas de regulacion propios
de los receptores (Tanoue y cols., 2003). El estudio de todos estos factores nos llevard a
entender mejor el papel fisiologico de estos AR cuya alteracidn podria conducir al
desequilibrio fisiologico que da lugar a la enfermedad cardiovascular.

® Vias de sefializacion intracelular

Como hemos dicho anteriormente, se

trata de receptores de 7TM acoplados a

2
a%

proteinas G. Estas proteinas G son

Ly

§
¢

proteinas heterotriméricas, formadas

2

por tres sub-unidades (apy), capaces de

-

!

Ll

fijar  moléculas de difosfato de

b

guanosina (GDP).

oC

Cuando las catecolaminas, agonistas enddgenos de los AR, interaccionan con los
aminodcidos, que conforman su lugar de unién en el receptor, se favorece la interaccién con
la subunidad a de la proteina G que cataliza el paso de una molécula de GDP hacia una
molécula de GTP, produciéndose la Nordrenalina

disociacion  del  complejo  (apy), ‘@3“

quedando separadas las subunidades " el

GPy por un lado y Ia subunidad Go-GTP ﬁ{%}{g\{ BRI
por otro, siendo asi capaces de activar f:;g) ). FIIGRIIIAI
los sistemas efectores correspondientes f:%j Y -
(Valdizdn & Pazos, 2003; Hubbard & f/@ij @%ﬁ?
Hepler, 2006) 28

La isoforma P de la PLC es capaz de
unirse a la subunidad Go-GTP de la
familia de proteinas G ¢11 produciendo
ast su activacion (Wu y cols., 1992). Con
la activacion de la PLCB se produce el
inicio de la hidrolisis de los fosfolipidos
de membrana, el fosfatidil inosotol 4,5-
bifosfato (PIP2) es hidrolizado dando
1,4,5- trifosfato de inositol (IP3) y G
dialcilglicerol (DAG) (Fain & Garcia- <« oE
Sainz., 1980; Berridge, 1983).
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Una vez sintetizado, el IPs, es capaz de difundir desde la proximidad de la membrana celular
hasta el reticulo endopldsmico o sarcoplasmico, donde se une a sus receptores especificos
(IPsR). Estos receptores forman un canal que se abrird tras su activacion por IP3, controlando
asi la salida del Ca”

situado en el interior del Nordrenalina

reticulo y aumentando
la concentracion de Ca™
en el espacio
intracelular  (Streb 'y
cols., 1983). Ademds
este incremento de Ca”
intracelular es capaz de
activar la entrada del
catidon desde el espacio
extracelular a través de
los canales de Ca”
dependientes de voltaje
(Putney, 1986).

Por otra lado, el DAG sintetizado por la PLCp a partir de PIP2, producird la estimulacion de
la proteina cinasa C (PKC) (Nishizuka, 1984), la cual serd capaz de fosforilar distintos
substratos que van a P

regular tanto el Ca”,
a través de la
apertura de canales
(Burt y cols., 1998),
como la
transcripcion de
distintos genes, entre
ellos proteinas tan
importantes en la
contraccién como la
actina, a través de la
via de las MAPK
(Kim y cols., 2008).
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Por lo tanto, en Gltima instancia la activacion de los AR-ou se caracteriza por el aumento y la
movilizacion del Ca” intracelular. Este aumento favorecerd la unién de cuatro moléculas del
cation a la proteina Calmodulina (CaM), de forma que ésta serd capaz de activar la cinasa de
las cadenas ligeras de miosina (MLCK) encargada de la fosforilacién de la miosina,
necesaria  para la

Nordrenalina

interaccion Actina-

Miosina,

produciéndose el 29

deslizamiento de los  JETO0

filamentos de miosina )%3

a lo largo de la actina, ;ﬁfj

proceso  fundamental fg’:j

en la generacion de

fuerza y acortamiento B o
del musculo liso y por : > D
lo tanto responsable de S :'. PR XS & %

la contracciéon vascular Contraccion

(Rembold, 1992).

Ademas a lo largo de los afios también han aparecido evidencias de la activacidon de muchas
otras vias de sefializacion (Gi, Go, Gs, G12/13, incluso Gh) por parte de los AR-aa, asi
como la activacion de otros sistemas efectores (PLA2, PLD, aumento de adenosin-
monofosfato ciclico (AMPc), activacion de canales de Ca”, de intercambiadores de Na™-H' y
Na'-Ca”, y activacion/inhibicion de canales de K), mostrdndose numerosos segundos
mensajeros implicados en la sefalizacién mediada por estos receptores, vias que en muchos
casos faltaria por determinar cudl es su relacidon directa con las respuestas observadas, y
muchas de las cuales podrian ser activadas, inhibidas o permanecer inalteradas dependiendo
del tipo celular o del subtipo especifico de AR- « 1 del que se trate. Por otro lado también se
ha comprobado la activacion de la via de las MAPK vy la transcripcion de genes a través de
ERK o p38, entre otros, dependiendo del subtipo que entre en juego, algo que se ha
relacionado con los fendmenos de hipertrofia y remodelado tisular (Graham y cols., 1996;
Hawrylyshyn y cols., 2004; Hein & Michel, 2007).

Interesante es la propuesta de recientes estudios que sugieren que en cardiomiocitos la
mayoria de los AR-a1 (>80%) se encuentran localizados en la membrana nuclear asi como
su sefializacion sobre Gaq y PLCB:.. Uno de los mecanismos que utiliza la célula para que
las catecolaminas consigan atravesar la membrana citoplasmatica y acceder asi a la
membrana nuclear, es mediante el transportador de NA EMT/OCT3 (extraneuronal
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monoamine transporter/organic carion transporter 3) el cual se encuentra expresado tanto en
la membrana citoplasmatica como en la nuclear (Wring, 2008; 2012)

El resultado final de la activacion de cada subtipo en un determinado tejido dependerd de la
proporcion, de la eficacia del acoplamiento de este receptor a la via de sefializacion y sobre
todo de la via de sefializacion acoplada en esa localizacion especifica. Cada subtipo muestra
diferencias significativas en la generacion de sefial. Se ha comprobado que tras la
estimulaciéon por un mismo agonista cada receptor responde en grado diferente a la
formacion de IPs (a1a > a1g > aup) y al aumento de Ca” (o1a > aag > oap) (Theroux y cols.,
1996; Perez-Aso y cols., 2013).

Por otro lado, el acoplamiento a la via de las MAPK entre otras, también influird en la
funcién final del receptor, por ejemplo se ha comprobado que los subtipos oia y ouB
cardiaco, ademds de sus funciones propias en el corazon, estdn implicados en la hipertrofia

cardiaca y en el desarrollo y respuesta adaptativa del corazén (O° Connell y cols., 2003).

2.2.2 Adrenoceptores B

Los AR-B son GPCR encargados, entre sus funciones mas importantes en el organismo, de
mediar las respuestas cardiovasculares frente a la NA liberada de las terminaciones nerviosas
y la A circulante. Ademas de mediar a nivel cardiovascular, relajando el masculo liso y la
contractilidad y control del ritmo cardiaco, también interviene en la relajacion de las vias
aéreas, en el metabolismo lipidico y de la glucosa. Asi pues, este grupo de AR estard
implicado en el control de la presion arterial, del flujo sanguineo, en el cronotropismo e
inotropismo cardiaco y por lo tanto en el control de la frecuencia cardiaca, coinvirtiéndose
asi, al 1gual que los AR-ou, en importantes dianas terapéuticas en enfermedades
cardiovasculares como la HTA, arritmias cardiacas o la IC, incluso en enfermedades
respiratorias como el asma, o en la obesidad entre otras (Guimaraes & Moura, 2001).

La distribucion de cada subtipo a lo largo del organismo también varfa, por lo que un
subtipo u otro podria estar mds o menos implicado en uno u otro proceso fisiol6gico o
patologico, dependiendo del territorio que se trate, por ejemplo a nivel arterial los AR-P
periféricos mds abundantes (AR-B2) controlan la relajacion vascular, y por otro lado el
subtipo mas abundante en el corazon (AR-B1) media la contraccion y el ritmo cardiaco,
mientras que el subtipo minoritario, mas abundante en tejido adiposo (AR-B3) estd implicado
en el control de la lipolisis. Pero a su vez pueden mediar otros efectos adicionales o efectos
similares en un mismo tejido, dependiendo del tiempo de estimulacidn por el agonista que
marcard el acoplamiento a una u otra proteina G, ademds de los multiples procesos de
regulacidn a los que estos receptores se someten tras la estimulacion por agonistas, que
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también dependerdn de la sensibilidad de cada subtipo frente a estos (Guimaraes & Moura,
2001).

® Vias de sefializacion de los AR- B

Los tres subtipos descritos:

Nordrenalina

B1, P2, vy Ps3, se encuentran
acoplados a la proteina Gs,
por lo que inician los
procesos  fisiologicos  a
través de la activacion de
la Adenilato ciclasa (AC)
y acumulaciébn de su

segundo  mensajero, el
adenosin-monofosfato

ciclico (AMPc), seguido
de la activacion de la
proteina cinasa
dependiente de AMPc
(PKA) que es capaz de

fosforilar numerosas
proteinas. En células del masculo liso vascular, la generacion de AMPc y activacion de la
PKA, fosforila proteinas asociadas a la relajacion vascular. Ademds el AMPc es capaz de
inhibir la liberacion de Ca™ de los depésitos intracelulares, reduce la entrada de Ca™ del
exterior celular, y estimula la recaptacion intracelular de Ca™ (Bristow y cols., 1989).

Nordrenalina

La bajada de
concentracion del
cation en el espacio
intracelular impide la
unién de este a la

CaM y asi,

reprimiendo los
mecanismos de
contraccion, se

favorece la relajacion
vascular  (Rembold,
1992; Johnson, 1998).
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En el caso del musculo cardiaco, tras la activacion de los AR-P1 y -P2, se producen

fendmenos mas complejos. Por un lado, se disocia la subunidad Gsa que activa la enzima

AC generdndose AMPc con la consiguiente activacion de la PKA que fosforilard, entre otras

z 2 > ~ . .
proteinas, los canales de Ca™ del reticulo sarcopldsmico por lo que, contrariamente a lo que

ocurre en muasculo liso, se induce la liberacion del catidon del sarcolema, y se favorecen asi

los procesos que conducen a la contraccién muscular (Bristow y cols., 1989).
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Ademds, se ha demostrado que en corazon el AR-P2 tiene otros efectos debido a un

acoplamiento dual. Tras una estimulacion sostenida por el agonista este subtipo se acopla a

la proteina Gi que posee cardcter inhibitorio sobre la AC (Xiao y cols., 1995; Daaka y cols.,

1997a; Kilts y cols., 2000). Se ha demostrado la relacidon que existe entre esta activacion de

la proteina Gi mediada por AR-B2y otras vias de sefializacion como la via PI3K/Akt y la via

de las MAPK (ERK1/2 y p38), de
efecto antiapoptotico y por tanto
cardioprotector (Communal y cols.,
1999; 2000; Chesley y cols., 2000;
Zhu y cols., 2001; Xiao y cols., 2004,
2006). Asi un subtipo, en un
momento determinado, puede ser
cardioprotector y otro puede estimular
la hipertrofia cardiaca o la apoptosis,
seglin la via a la que se acoplen y por
lo tanto muy importante en la génesis
o evolucidén de enfermedades como la
IC (Xiao y cols., 2004; 2006).
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Por otro lado, el aumento de Ca™ intracelular que conduce a la contraccion del masculo
cardiaco mediado por el AR-P1, a través de Gs, también favorecerd a largo plazo la
activacion de la via apoptotica de la protein cinasa II dependiente de calcio y calmodulina
(CaMKII), favoreciéndose el deterioro del corazéon (Zhu y cols., 2001; 2003; Wang y cols.,
2004), mientras que por otro lado esta via de la CaMKII, independiente de la activacidon de
la PKA, estd implicada en el desarrollo del corazén y por lo tanto en la hipertrofia o
desarrollo inadecuado (Morisco y cols., 2001). En condiciones normales, el subtipo P1 se
encuentra exclusivamente Nordrenaiina

acoplado a la via de la e
proteina Gs, mientras que

el subtipo P2 activa ambas f;)fi\?
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(Chesley y cols., 2000).

Se requiere una consideracion aparte para hablar de los AR-Bs. Estos AR son activados por
las catecolaminas a altas concentraciones, mucho mayores que para 10os otros subtipos,
sugiriendo que podrian activarse en situaciones en las que el tono simpdtico sea alto
(Gauthier y cols., 2007). Estos receptores, como los otros subtipos, también median
relajacion del misculo liso acopldndose a la via clasica Gs/AMPc/PKA, pero al parecer
podrian estar activando otros mecanismos a través de otras vias (Tanaka y cols., 2005;
Gauthier y cols., 2007). El tipo de respuesta también variard con respecto a su localizacion e
incluso dependiendo de la especie estudiada, asi en muchos vasos producen vasorelajacion
por aumento del AMPc intracelular en las células del mdsculo liso vascular (Tamaoki y
cols., 1998), mientras que en otros como por ejemplo, la aorta tordcica de rata, se produce
vasorelajacion dependiente de la via del 6xido nitrico (NO), por estar el AR-Bs localizado
principalmente en el endotelio. El NO liberado es capaz de activar la enzima guanilato
ciclasa soluble que producird guanosin monofosfato ciclico (GMPc). Este nucledtido
activaria la proteina cinasa dependiente de GMPc (PKG) que reduce la concentracion de Ca™
Intracelular e inhibe proteinas contrictiles, provocando la relajacion en células musculares
(Trochu y cols., 1999; Rautureau y cols., 2002; Rozec & Gauthier, 2006).
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En el corazon, la estimulacion selectiva del subtipo Bs provoca inotropismo negativo como
véalvula de escape ante un estimulo adrenérgico intenso (Gauthier y cols., 1996; 2007). Al
parecer, este fendomeno podria deberse a su acoplamiento exclusivo con la proteina G1/0, que
no cursa esta vez con inhibicidn de la AC, sino con la estimulacidén de la via del
NO/GMPc/PKG, probablemente tras la activacion de la NO sintasa endotelial (eNOS)
(Gauthier y cols., 1998; Sterin-Borda y cols., 2006), presente también en cardiomiocitos
(Schulz y cols., 2005). También se ha sugerido la posibilidad de la activacién de otras vias
que ejercen efectos protectores frente a los efectos cardiotoxicos inducidos por las
catecolaminas (Gauthier y cols., 2007).

No obstante, de acuerdo con el calibre de los vasos, se ha sugerido que los otros subtipos de
AR-B, ademds del ya mencionado B3, también podrian estar provocando relajacion vascular
via NO (NO/GMPc/PKG) en grandes vasos, probablemente por su presencia en las células
endoteliales, mientras que en arterias pequefias la relajacion vascular seria NO-independiente
(AC/AMPc/PKA) al localizarse en células del mutsculo liso (Priest y cols., 1997; Ferro y
cols., 1999; Trochu y cols., 1999; Guimaraes & Moura, 2001; Vanhoutte, 2001; Flacco y
cols., 2013).

2.3- Regulaci6n de los receptores adrenérgicos: las GRK

Toda la complejdad en la sefializacién mediada por los AR, asi como el resto de GPCR,
precisa de la existencia de sistemas de regulacion que limiten y adapten la actividad de estos
receptores a las necesidades fisiologicas de la célula y/o del organismo. Se han descrito
diversos mecanismos que actian a nivel del receptor, de las proteinas G o de los efectores
celulares como finalizadores o atenuadores de la sefial iniciada por el agonista y que
implican el desarrollo de fendmenos también conocidos como desensibilizacion,
internalizacidon y reciclaje o resensibilizacion de los receptores. Estos procesos incluso
pueden ser responsables del acoplamiento de los receptores desensibilizados a otras vias de
sefializacion (Mayor & Penela, 2003).

Hay maltiples mecanismos que controlan la sefial y la densidad de los GPCR, participando
en el apagado o desensibilizacion del receptor tras la unién del agonista y la activacion del
mismo. Muchos receptores son fosforilados por cinasas, impidiendo su acoplamiento a las
proteinas G, esta fase inicial de la desensibilizacidn ocurre rdpidamente en cuestion de
segundos o0 minutos desde la interaccidn con el agonista (Bouvier y cols., 1988). Los
receptores fosforilados son secuestrados de la superficie celular o internalizados porproteinas
especificas en una segunda etapa mas tardia (necesita varios minutos € incluso horas), siendo
desde ese momento 1naccesibles para los ligandos (Oakley y cols., 1999). En algunos casos
esta internalizacion serd irreversible y conlleva la degradacion del receptor, y por lo tanto
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una reduccidn en el nimero total de receptores presentes en la célula, es el proceso conocido
como regulacidn a la baja o disminucidn regulada (del inglés down-regulation), siendo su
recuperacion muy lenta ya que requiere la sintesis de nuevos receptores (Hadcock &
Malbon, 1988). En muchos otros casos, la mayoria de ellos, el receptor secuestrado es
devuelto a la superficie celular (Pippig y cols., 1995; Oakley y cols., 1999). Estos tres tipos
de eventos que han sido nombrados como: fosforilacién, internalizacion 'y
degradacion/reciclaje, estdn involucrados en el proceso de desensibilizacién de los
receptores, y se encuentran regulados por numerosos tipos de sefales y proteinas reguladoras
que dependerdn del tipo de receptor o de su localizacién en un organo determinado
(Biinemann y cols., 1999; Ferguson, 2001).

La desensibilizacion de los receptores puede ser de dos tipos: Homodloga o Heterdloga.

Desensibilizacion homologa es aquella estrictamente dependiente del agonista, capaz
de desensibilizar Gnicamente a aquellos receptores que hayan sido previamente
activados por €l (Lohse y cols., 1989).

Desensibilizacion heterdloga es aquella que se debe a la activacion de otros
receptores 1ndependientemente de que el receptor desensibilizado haya sido
previamente activado o no, o lo que es lo mismo, es una desensibilizacidn en
ausencia de agonista y que, ademas, es independiente del resto de procesos y donde
no interviene la internalizacion del receptor (Lohse y cols., 1990).

En el proceso de desensibilizacion, la fosforilacion del receptor es un paso clave y necesario
llevado a cabo por dos tipos de cinasas: las cinasas dependientes de segundos mensajeros
(PKC y PKA) y las cinasas especificas de los GPCR, mds comnmente conocidas como
GRK, todas ellas capaces de fosforilar residuos de serina y treonina del tercer lazo
intracelular y del extremo C-terminal del receptor (Benovic y cols., 1986; Lohse y cols.,
1989; 1990; Lefkowitz, 1993).

En la desensibilizacidon homologa, la fosforilacion del receptor mediada por las GRK es
esencial pero no suficiente, ya que se requiere de la union de las proteinas B-arrestinas que
se encargardn, junto a otras proteinas de la maquinaria endocitica de la célula como la
clatrina, de secuestrar al receptor activado unido a su agonista, internalizandolo en vesiculas,
y facilitando asi el desacoplamiento fisico del receptor con la proteina G, lo cual es un paso
necesario para su total desensibilizacidon (Benovic y cols., 1987a; Lohse y cols., 1992; Pippig
y cols., 1995; Zhang y cols., 1996). Sin embargo no todos los GPCR experimentan este
proceso de forma similar, sugiriendo la existencia de maltiples mecanismos de endocitosis:
dependientes de vesiculas recubiertas de clatrina, internalizacion a través de caveolas, a
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través de vesiculas incipientes, o dependientes de ubiquitinacion (Ferguson, 2001; Pierce y
cols., 2002). El destino de los receptores internalizados también es diverso, por un lado los
receptores pueden ir a endosomas tempranos, repletos de fosfatasas que reciclan al receptor
dejandolo listo para su vuelta a la membrana e inmediato acoplamiento a la proteina G, o
pueden ir a lisosomas, donde se producird la degradacion definitiva del receptor (Ferguson,
2001; Tsao & von Zastrow, 2001).

La resensibilizacion de los receptores es un proceso clave para mantener la capacidad de
sefializacion tras periodos de estimulacion. Asi pues, la internalizacién de los receptores
hacia endosomas enriquecidos en fosfatasas, que actiian sobre los residuos de serina/treonina
fosforilados, es uno de los principales mecanismos (Pitcher y cols., 1995). En el caso de
aquellos receptores degradados en los lisosomas, la resensibilizaciéon se produciria bien
mediante la sintesis de nuevos receptores, algo bastante mas lento, o bien mediante la
movilizacién a la membrana de reservorios que almacenan receptores (Ferguson, 2001).

Ademads de participar en los procesos de desensibilizacion, internalizacion y reciclaje, la
interaccion de PB-arrestinas con el receptor también activa otras vias de sefializacion
intracelular. La endocitosis de los GPCR a través de B-arrestina favorece la activacion de la
via de las MAPK, siendo necesaria la internalizacion mediante las vesiculas endociticas de
clatrina (Daaka y cols., 1998). Las P-arrestinas actuardn como adaptadores que reclutan y
organizan complejos de proteinas sefializadoras (Ras/ERK/MEK/INK/c-Src) que conducen
al 1nicio de la cascada de las MAPK (Lutrell y cols., 1999; Pierce y cols., 2002). Las
diferencias en el proceso de internalizacion y/o en el trafico celular de los receptores
determinardn las distintas vias de activacion de MAPK vy, por lo tanto las consecuencias de
la activacion de cada receptor (Ferguson, 2001).

Ademads de todos los procesos comentados existen otros mecanismos de regulaciéon que
contribuyen a suavizar las sefiales de los receptores ante una estimulacidon continuada. Un
ejemplo son las proteinas reguladoras de la sefializacion de proteinas G (RGS), que son una
familia de proteinas con actividad GTPasa, de modo que aceleran la hidrolisis del GTP unido
a la subunidad Ga de la proteina G activada, suavizando la sefial ante un estimulo persistente
(De Vries y cols., 2000; Pierce y cols., 2002). Las proteinas RGS juegan un papel en la
regulacién fisiologica y los cambios fisiopatologicos del sistema cardiovascular, pero es
dificil asegurar con detalle su papel exacto debido a la gran cantidad de variantes existentes
capaces de controlar multitud de funciones y gran variedad de receptores (Hendriks-Balk y
cols., 2008). La desensibilizacién no sblo depende del tiempo de estimulacion por el
agonista, o de la concentracion de éste que se emplee, sino también del tipo de agonista que
pueda inducir cambios conformacionales de un tipo u otro y que conlleve la
desensibilizacion por la via de las cinasas de segundo mensajero, por la via de las GRK, o
incluso por una combinacion de ambas (Kelly y cols., 2008). Los procesos de regulacion de
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los receptores estardn pues asociados a numerosos procesos fisioldgicos, tantos como regulen
los propios receptores, asi como asociados a las condiciones patoldgicas relacionadas con
dichos procesos, de ahi la importancia fisiologica de las GRK (Biinemann y cols., 1999). Por
lo tanto, el conocimiento preciso de los mecanismos de regulacion de los AR serd un punto
muy 1mportante para el total entendimiento de los procesos fisioldgicos y patologicos en los
que participan.

2.3.1- Mecanismo de regulacion mediado por las GRK.

La via de desensibilizacién mediada por GRK fue descubierta por primera vez para el
receptor de rodopsina (Weller y cols., 1975), sin embargo, para explicar el mecanismo
exacto de la regulacion de los AR mediado por las GRK, se utiliza el modelo mas estudiado
y conocido, el proceso de desensibilizacion homologa del AR- B2 mediado principalmente
por la enzima anteriormente denominada cinasa 1 del receptor adrenérgico-p (B-ARK1),
actualmente conocida como GRK?2 (Benovic y cols., 1987; Biinemann y cols., 1999).

Como ya hemos explicado, la union del agonista al receptor provoca el acoplamiento con la
proteina G (Samama y cols., 1993), separandose las subunidades Goa por un lado, encargada
de activar la via de
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Seguidamente las B-arrestinas se unirdn a los grupos fosforilados del receptor provocando la
finalizacion de la sefial gracias al desacoplamiento fisico del receptor y la proteina G
(Sterne-Marr & Benovic, 1995; Ferguson y cols., 1996; Goodman y cols., 1996). Las B-
arrestinas tienen dominios de unién a clatrina, facilitando que el receptor se dirija hacia
vesiculas recubiertas de esta proteina de la maquinaria endocitica (Lin y cols., 1997). En ese
momento otra proteina llamada dinamina es capaz de cerrar las vesiculas facilitando la
endocitosis. La dinamina se encuentra involucrada principalmente en la escision de las
vesiculas recién formadas de la membrana de un compartimento celular, su orientacién, y su
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fusion con otro compartimento, tanto en la superficie de la célula (en particular la
internalizacion de caveolas), asi como en el aparato de Golgi (Zhang y cols., 1996).

Ademads, tal y como hemos comentado con anterioridad, la internalizacion del receptor es un
paso fundamental para la activacion de otras vias alternativas como la sefializacion a través
de las MAPK, que regulan el ciclo celular, y la sintesis o degradacion de proteinas, entre
ellas los propios receptores (Daaka y cols., 1998; Lutrell y cols., 1999; Ferguson,
2001;Pierce y cols., 2002).

Nordrenalina

Ciclo celular celular
Sintesis-Degradacion
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La internalizacion del receptor es requisito imprescindible para su resensibilizacion ya que el
entorno dcido del endosoma favorecerd un cambio conformacional en el receptor que
permitird la desfosforilaciéon mediada por fosfatasas de la familia 2A (Pitcher y cols., 1995;
Krueger y cols., 1997). Seguidamente, el receptor resensibilizado es devuelto a la membrana
plasmaética después de la retirada del agonista, listo para volver a actuar, paso necesario para
que la célula pueda recibir nuevas sefiales (Tsao y cols., 2001). Alternativamente, el receptor
puede ser degradado en lisosomas donde se produce una protedlisis del receptor (down-
regulation), siendo necesaria la sintesis de nuevas proteinas para el restablecimiento de sus
funciones, algo que llevaria mucho més tiempo que la via de resensibilizacién que acabamos
de mencionar (Danner & Lohse, 1997; Gagnon y cols., 1998; Kallal y cols., 1998; Tsao y
cols., 2001; Tsao y von Zastrow, 2001).
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Ademas, las GRK pueden ser reguladas por otros mecanismos de regulacion, como en el
caso de su fosforilaciéon por otras cinasas como la PKC o la PKA, muchas veces con efectos
opuestos segtn el subtipo de GRK del que se trate. Muchas otras proteinas como caveolina,
clatrina, miembros de la familia de las Raf cinasas, de las MAPK, ERK, c-Src, Akt, PI3K
también modulan la actividad de las GRK de un modo u otro (Penn y cols., 2000; Penela y
cols., 2006; Ribas y cols., 2007).

En definitiva, la complejidad funcional que supone las interacciones de las GRK con otras
proteinas indican un rol centralizado de estas cinasas en la regulacion de numerosas vias de
sefializacion intracelular (Penela y cols., 2000).

2.3.2 Clasificacion, distribucion tisular y papel fisiol6gico de las GRK.

Las GRK son enzimas que pertenecen a la familia de cinasas capaces de fosforilar residuos
de serina y treonina bien en el extremo C-terminal o bien en el tercer lazo intracelular, seglin
el receptor sobre el que actien, reconociendo de forma especifica a los GPCR. Todas ellas
comparten semejanzas estructurales.

Su peso molecular estd en torno a 60-80 kDa, con dominio catalitico central muy conservado
dentro de la familia de cinasas de serina/treonina de ~270 aminodcidos, encontrdndose
cercado por un extremo N-terminal de ~185 aminodcidos, importante para el reconocimiento
del receptor y el anclaje a la membrana celular, asi como para el reconocimiento de la
subunidad GB 7, (Eichmann y cols., 2003), y otros dominios de regulacion (Ribas y cols.,
2007). Por otro lado, el dominio catalitico se encuentra flanqueado por un extremo C-
terminal de longitud variable segln subtipos (~105-230 aminodcidos), que contribuye a la
localizacion subcelular y a la traslocacidn dependiente de agonista, favoreciendo la
Interaccidn con lipidos y otras proteinas, conteniendo un dominio homoélogo de pleckstrina
con puntos de unién a PIP2 y a la subunidad GPy (Touhara y cols., 1995), con diferencias
segln el subtipo de GRK, ya que en este dominio poseen pocas o ninguna homologia en su
secuencia (Penela y cols., 2003; Ribas y cols., 2007).

Dentro de esta familia, hasta la fecha han sido clonados un total de siete genes que codifican
para siete GRK diferentes pero que comparten algunas de las caracteristicas mencionadas
anteriormente, y que en definitiva son diferentes cinasas con propiedades reguladoras
especificas. Asi pues, basdndose en las diferencias estructurales y funcionales, los miembros
de la familia de las GRK se han separado en tres subfamilias:

1) Subfamilia de las cinasas de rodopsina, donde se encuentran GRK1 y GRK7, también
denominadas GRK visuales por estar presentes de manera especifica en células de la
retina;
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2) Subfamilia de las cinasas de los AR-B, compuesta por GRK2 y GRK3;

3) Subfamilia GRK4 a la que ademads también pertenecen GRKS y GRK6 (Metayé y cols.,
2005; Ribas y cols., 2007).

Existen roles individuales de cada GRK en varias vias de sefalizacion de los receptores o en
diferentes procesos vitales, que también dependerdn de su localizacion en el organismo que,
tal y como veremos a continuacion, unas veces se expresaran de manera especifica en un
tejido (GRK1 y GRK7 en retina, y GRK4 en testiculos), mientras que otras veces se
encontrardn repartidas de manera general por todo el organismo aunque sus niveles y
funciones fisioldgicas dependerdn del tipo de tejido y de célula (Metayé y cols., 2005)

GRK1

Fue la primera cinasa de la que se tuvo conciencia, inicialmente llamada cinasa de rodopsina
ya que era capaz de fosforilar a esta proteina siempre y cuando hubiera sido previamente
activada por la luz (Palczewski y cols., 1988). Esta cinasa ha sido detectada sobre todo en
células especificas de la retina (conos y bastones) y en la glandula pineal (Somers & Klein,
1984). El rol de la GRK1 en la desensibilizacion de la rodopsina tras la estimulacién por luz
ha sido confirmado en varios estudios con animales transgénicos (Chen y cols., 1995;
Lyubarsky y cols., 2000).

GRK2

Una de las cinasas que mas se ha estudiado por su papel regulador mayoritario sobre los AR-
B. Anteriormente nombrada como la cinasa 1 de los AR-B (B-ARK1) (Benovic y cols., 1986,
1987b), se encuentra expresada a lo largo de todo el organismo en multitud de érganos y
tejidos diferentes, sobre todo en aquellos en los que los AR-P juegan un papel importante,
pero también es responsable de la regulacidn de la inmensa mayoria de receptores acoplados
a proteinas G (Premont & Gainetdinov, 2007). Numerosos estudios han probado el rol de la
GRK2 en el control de funciones cardiovasculares como la contraccion y el desarrollo
cardiaco, o la regulacion de la presion arterial. Estudios en ratones knock out (KO) para la
GRK?2, han demostrado que esta cinasa juega un papel importante en el desarrollo
embrionario y la funcion cardiaca ya que la total supresién del gen supone la muerte del
raton durante la gestacion, presentando graves malformaciones cardiacas (Jaber y cols.,
1996), mientras que los ratones heterocigotos GRK2+/- se desarrollan normalmente pero
presentan un aumento de la contraccién ventricular tras estimulacion con agonistas [-
adrenérgicos, indicando que la contractilidad miocdrdica puede ser modulada por los niveles
de GRK2 (Rockman y cols., 1998a). Varios estudios con ratones transgénicos han
demostrado que la sobreexpresion miocdrdica de GRK?2 atentia la respuesta contractil
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mediada por la estimulacion de AR-B y angiotensina II (Koch y cols., 1995). Mientras que
en células de musculo liso vascular, la sobreexpresion de GRK2 produce un aumento en el
tono basal al reducir la vasodilatacion B-adrenérgica (Eckhart y cols., 2002). Por otro lado se
ha comprobado tanto la presencia de esta cinasa en células del sistema inmune como los
linfocitos (Chuang y cols., 1992), como su implicacidon en la regulacidon de receptores de
quimiocinas, viendo como una bajada en la expresion de GRK2 induce la quimiotaxis y la
respuesta celular en linfocitos mediada por estos receptores (Vroon y cols., 2004a).

GRK3

Anteriormente llamada B-ARK2 (Benovic y cols., 1991). Como su homodloga GRK2, se
encuentra expresada a lo largo de todo el organismo en multitud de 6rganos y tejdos
diferentes. El andlisis del ARNm en tejidos humanos revela una moderada expresion de
GRK3 en pulmén, corazdon y adipocitos, siendo los niveles altos en leucocitos (Parruti y
cols., 1993). En este caso la total supresion del gen no impide que los ratones KO
homocigotos se desarrollen con normalidad, no es una proteina vital, aunque por otro lado
muestra un claro papel en la regulacion de la contraccion de las vias aéreas ya que se
observa una broncoconstriccién exagerada en respuesta a la estimulacion del receptor
muscarinico y, ademds, implicada en la regulacién de receptores que controlan la funcién
cardiaca ya que se puede ver un mayor incremento de la frecuencia cardiaca tras la
hipotension inducida por nitroprusiato (Walker y cols., 1999). De manera sorprendente, la
sobreexpresion de la GRK3 en miocardio no reveld ninglin cambio en la sefializacion normal

GRK4

La tnica 1dentificada con 4 isoformas, expresada en su mayoria en testiculos y cerebro,
aunque también se ha encontrado i1soformas en miometrio y t@bulos renales proximales
(Premont y cols., 1996; Felder y cols., 2002). Ratones transgénicos que sobreexpresan GRK4
muestran una alteracion en los efectos natriuréticos y diuréticos del receptor dopaminérgico
D1 lo que sugiere un mecanismo de regulacion de la GRK4 sobre este receptor que podria
estar relacionado con la incapacidad del rifion para excretar sodio en la hipertension (Felder
y cols., 2002; Zeng y cols., 2008).

del corazon mediada por los AR-PB (Iaccarino y cols., 1998a).

GRK5

Perteneciente a la tercera subfamilia. Importante en la regulacion cardiovascular, abundante
en el corazon por lo que se le supone un papel fundamental en la regulacion de la
contractilidad cardiaca, ademds de estar expresada en pulmoén, masculo esquelético o rifidn
en menor proporcidon (Kunapuli & Benovic, 1993). Se ha visto que la sobreexpresion
selectiva de GRKS en corazén de ratones transgénicos provocaba una mayor
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desensibilizacion de los AR-B, y por lo tanto una disminucion de sus funciones fisiologicas,
comprobandose la implicacion de esta cinasa en la regulacion de la funcidon cardiaca
(Rockman y cols., 1996). Por otro lado parece que la GRKS estd implicada en la regulacion
cardiopulmonar a través de receptores muscarinicos M2 (Walker y cols., 2004), y su
sobreexpresion produce aumento de la presion arterial en ratones macho probablemente por
su efecto desensibilizador de la dilatacion mediada por el AR-B2 y sobre el AR-P1 (Keys y
cols., 2005).

GRK6

Perteneciente a la tercera sub-familia. En cultivo celular se ha visto implicada en la
desensibilizacion de numerosos GPCR como los receptores para la hormona foliculo
estimulante, tromboxano A2, muscarinicos M3 entre otros (Metayé y cols., 2005), asi como
de los AR-B en miusculo liso uterino donde ni GRK2 ni GRKS tuvieron efectos (Simon y
cols., 2003). Sobre todo se ha comprobado mediante ratones KO la implicacién de esta
cinasa en la regulacidon de la quimiotaxis en linfocitos T y neutrdfilos (Kavelaars y cols.,
2003; Vroon y cols., 2004b). Ademds, la falta de esta cinasa en ratones KO, provoca un
aumento en la sensibilidad ante efectos locomotrices de psicoestimulantes tales como
cocaina y anfetamina, dos compuestos relacionadas con la transmisién dopaminérgica
(Gainetdinov y cols., 2003).

GRK7

La ultima cinasa clonada hasta el momento (Weiss y cols., 1998), localizada en la retina, que
en humanos se encuentra exclusivamente en conos y cataliza la fosforilacidén de rodopsina
dependiente de la activacion por luz al 1gual que la GRKI, con roles diferenciados
dependiendo de las especies (Weiss y cols., 2001).

Todas estas cinasas no soélo controlan o regulan numerosos procesos fisi0ld6gicos sino que
también han sido relacionadas con varias enfermedades como la degeneracién de la retina
(GRK1), enfermedades cardiovasculares como la hipertensiéon y la IC (GRK2, GRK3 vy
GRKY), enfermedades de cardcter autoinmune como la artritis reumatoide y la esclerosis
mltiple, adiccién a los opidceos, diferentes tipos de cédncer, desordenes psiquidtricos, o
sobrecarga del ventriculo izquierdo entre muchos otros desordenes (Penela y cols., 2003;
Metayé y cols., 2005; Premont & Gainetdinov, 2007; Harris y cols., 2008).

Como hemos visto, varios autores han mostrado que GRK2, GRK3 y GRKS5 estin
claramente expresados en corazéon humano sano, mientras que GRK4, GRK6 y GRK7 son
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apenas detectables o estdn ausentes (Metayé y cols., 2005; Penela y cols., 2006). Por otra
parte, en lineas generales, GRK2 parece ser esencial en la regulacion de multitud de
respuestas cardiovasculares, mientras que tanto GRK3 como GRKS estdn implicadas en la
desensibilizacion de varios GPCR relacionados con la regulacion del sistema cardiovascular
(Hendriks-Balk y cols., 2008). Motivos por los cuales en la presente tesis doctoral nos
centraremos en el estudio de las tres cinasas més implicadas en el control de la funcionalidad
y la enfermedad a nivel cardiovascular: GRK2, GRK3 y GRKS.

2.4.- Localizacion v funciones fisiologicas de los Adrenoceptores a
nivel cardiovascular e inmunitario.

La distribucion de cada subtipo a lo largo del organismo varia, por 1o que un subtipo u otro
estard mds o menos implicado en el control en uno u otro proceso fisioldgico o patologico,
dependiendo del territorio que se trate (Piascik & Pérez, 2001). Asi pues, el conocimiento
exacto de las diferencias en las funciones de los subtipos de AR estard relacionado con las
diferencias entre caracteristicas tales como la distribucidn tisular, la eficiencia de
acoplamiento a la proteina G, las vias de sefializacion capaces de activar y los sistemas de
regulacién propios de los receptores (Tanoue y cols., 2003). El estudio de estas
caracteristicas nos servird para entender mejor el papel fisioldgico de estos AR cuya
alteracion podria conducir al desequilibrio fisiologico que conduce a la enfermedad
cardiovascular. Clasificaremos y expondremos su distribucion a lo largo de esta seccion,
expresando mayor empefio a nivel cardiovascular.

2.4.1 Adrenoceptores a nivel cardiovascular

o Alfa

La contraccion vascular, la fuerza de contraccion del corazon, o la hipertrofia celular, estdn
reguladas por AR-au por 1o que estdn directamente implicados en la regulacion de la presion
arterial, del flujo sanguineo, el inotropismo cardiaco, o la hipertrofia cardiaca entre otros
(Michelott1 y cols., 2000; Hein & Michel, 2007).

Muchos trabajos han encontrado ARNm y proteina para los tres subtipos de AR-a1 en
arterias de rata (Piascik y cols., 1995; 1997; Guarino y cols., 1996) y humanas (Rudner y
cols., 1999), siendo diferente la proporcion de cada subtipo segln el territorio y segin las
necesidades. o1a media la contraccion de las arterias caudal, renal y mesentérica distal
(P1ascik y cols., 1995; Hrometz y cols., 1999; Gisbert y cols., 2003b), y de los tramos mas
alejados del arbol arterial donde la regulacidn del tono basal debe ser rdpida garantizando un
ajuste rdpido del calibre del vaso y por lo tanto controlando la irrigacion del tejido segln sus
necesidades (Gisbert y cols., 2003b). aas, se encuentra expresado en todos los vasos pero en
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menor proporcion a los otros subtipos (Marti y cols., 2005). Existe poca evidencia de su
papel exacto en la contraccidon vascular, aunque si que parece estar implicado de alguna
manera en ella (Cavalli y cols., 1997; Daly y cols., 2002). aup se encuentra expresado sobre
todo en la aorta, las arterias femorales, 1liacas y mesentérica proximales (Piascik y cols.,
1995; Hrometz y cols., 1999; Gisbert y cols., 2000), vasos de conductancia en los que el
papel de este subtipo es esencial evitando cambios bruscos en el calibre de los vasos
controlando el mantenimiento del flujo sanguineo en unos niveles estables (Ziani y cols.,
2002).

Gracias a estudios con ratones KO (Cavalli y cols., 1997; Tanoue y cols; 2002a; Rokosh y
Simpson, 2002), ha quedado claro que los tres subtipos estdn implicados en la contraccion
vascular, siendo los subtipos o1a y ou1p los mds implicados y el subtipo ais el que contribuye
en menor proporcién (Daly y cols., 2002; Oliver y cols., 2009).

En corazén encontramos los tres subtipos de AR- a1, donde al parecer los mayoritarios en
rata o raton serfan ais > oua (Price y cols., 1994; Faure y cols., 1995, Graham y cols., 1996),
con ciertas diferencias con respecto al corazén humano, donde el subtipo c1a destaca como
mayoritario (Graham y cols., 1996; Jensen y cols., 2009b; Mont6 y cols., 2012) pero al
parecer con niveles similares en todas las partes o cdmaras del corazon (Wolf y cols., 1998).
Los modelos con ratones KO también han aportado informacion sobre el papel de los
subtipos en la regulacidon de la funcion y remodelados cardiacos. Se sabe que los subtipos
o1a y ous estdn implicados en la contractilidad cardiaca, y son responsables del desarrollo
del corazon y del remodelado adaptativo o la hipertrofia cardiaca (O Connell y cols., 2003;
Philipp & Hein, 2004); mientras que el subtipo minoritario, el aip, parece estar relacionado
con la contractilidad de las coronarias (Chalothorn y cols., 2003), ya que ademds ha sido
descrito como subtipo principal en estos vasos y ejerce un efecto compensatorio ante la falta
de los subtipos mayoritarios (Turnbull y cols., 2003; Jensen y cols., 2009a).

En la actualidad estd clara la contribucidn de los tres subtipos en el control de la presion
arterial, su implicacion en los cambios a largo plazo en la morfologia y funcién cardiaca, y
probablemente también en el remodelado a nivel vascular, claramente relacionados con
patologias cardiovasculares como la hipertension o la insuficiencia cardiaca (Hague y cols,
2003; Koshimizu y cols, 2003; Philipp & Hein, 2004).
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o Beta

Si bien tradicionalmente se describio que el responsable de la relajacion del masculo liso era
el AR-B2, hoy en dia se sabe de la presencia de los tres subtipos, pero por lo general sigue
siendo este subtipo el mayoritario, aunque esto varia seglin territorios. En el caso de los
grandes vasos de conductancia como la aorta, las arterias mesentérica, esplénica y pulmonar
entre otras, el mayoritario es el subtipo B2, al menos a nivel funcional, y por lo tanto
responsable de la vasodilatacion, y del control del flujo sanguineo, mientras que en vasos
pequefios como las arterias coronarias (Begonha y cols., 1995; Flacco y cols., 2013) vy las
arterias mesentéricas de resistencia quién predomina es el P1 y por lo tanto el principal
implicado en la vasorelajacion en estos tejidos (Briones y cols., 2005; Flacco y cols., 2013).
Por otro lado también se ha descrito el subtipo B3 en células del masculo liso vascular
(Tamaoki y cols., 1998) siendo su efecto menor, pero sobre todo en el endotelio, cuyo efecto
vasodilatador viene mediado por la produccidn de NO (Trochu y cols., 1999).

En corazon se encuentran presentes los tres subtipos, siendo el de mayor porcentaje el
subtipo B1 (70-80%) frente a P2 (20-30%) (Brodde, 1991; Montd y cols., 2012) y el
minoritario con diferencia el Ba. EI subtipo B1 es el principal responsable de la contraccion
muscular del corazén y del control del ritmo cardiaco, y por ello crucial en el control de la
frecuencia y gasto cardiaco, mientras que el subtipo B2 estd implicado en menor medida en la
contraccion debido a que se encuentra inicialmente secuestrado en las caveolas (Rybin y
cols., 2000). Ambos subtipos mayoritarios B1 y P2 aumentan la fuerza de contraccion, pero
también estdn implicados en la aceleracion de la relajacion en el corazon, tanto a nivel
auricular como ventricular (Molenaar y cols., 2007). Se conoce que una estimulacion
sostenida del AR-P1 cardiaco desencadena el deterioro del corazon por estimular la
apoptosis, mientras que el estimulo sostenido del subtipo B2 facilita la activacion de efectos
cardioprotectores, por 1o que la estimulacion sostenida o no de ambos receptores, o la
proporcion o densidad de cada subtipo, estardn muy implicadas en el remodelado del
corazbn, o en el deterioro progresivo descrito en enfermedades como la IC, y es muy
importante a la hora de establecer una terapia combinada frente a esta enfermedad (Xiao y
cols., 2004; 2006). El subtipo minoritario en corazon, el Bz, produce inotropismo negativo
posiblemente como vélvula de escape ante un estimulo adrenérgico intenso, pero su efecto
no estd atn del todo claro, aunque también parece estar implicado en patologias
cardiovasculares como la IC o la hipertension (Gauthier y cols., 1996; 2007).
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e Adrenoceptores a nivel renal
o Alfa

En el riidn también se han descrito los AR, siendo mayoritario el subtipo oug > aua seglin
su localizacion (Graham y cols., 1996), pero su rol funcional no parece estar claro atin. Al
parecer tanto oua, en mayor grado, como oip controlarian la contraccion de las arteria
renales, distales y proximales respectivamente, regulando el flujo sanguineo del riion
(Elhawary y cols., 1992; Villalobos-Molina y cols., 1997). Por otro lado, es sabido que una
estimulacion simpética prolongada en el rifion aumenta la reabsorcion de agua y de Na’
(efecto antidiurético), y es capaz de producir hipertension (Yoshida & Satoh, 1991).
Numerosos estudios indican que los AR-o1 aumentan la retencion de Na® (Osborn y cols.,
1983; Elhawary y cols., 1992; Sattar & Johns, 1995) y al parecer serfa el subtipo ous quién
mediaria este proceso en las células del tabulo distal (Elhawary & Pang, 1994), de forma
especialmente marcada durante el desarrollo de la hipertension, contribuyendo al inicio de la
enfermedad mientras que su mantenimiento podria depender de otro grupo de AR, los o2
(Gesek, 1999).

o Beta

En rinoén el subtipo predominante es el Pi. Se ha visto que los agonistas B inhiben la
excrecion de K7, estimulan la reabsorcion de fluidos, y/o favorecen la reabsorcion de NaCl
segln sea su localizacion en los tibulos o en el asa de Henle entre otras zonas (Garg, 1992).
Ademds también es sabido que la estimulacién P1 produce un aumento de la liberacion de
renina y por lo tanto de la formacion de angiotensina II lo que se afiadird al efecto de
aumento de reabsorcion tubular (Osborn y cols., 1981), la falta de los receptores P y B2
reduce significativamente la liberacion de renina, y el receptor Pz minoritario no tendria
efectos marcados (Kim y cols., 2007).

2.4.3 Adrenoceptores en el sistema inmune

o Alfa

Algunos autores han descrito la presencia de los AR-ou en células del sistema inmune como
linfocitos y/o monocitos periféricos circulantes, encontrando una minima expresion de los
subtipos a1 > a1p, mientras que el subtipo aaa seria el de menor presencia (Ricci y cols.,
1999; Tayebati y cols., 2000), otros autores no han podido detectarlos atribuyéndose esta
falta de AR-ou, al parecer, a las condiciones de reposo funcional de la actividad propia del
linfocito (Rouppe van der Voort y cols., 1999). En linfocitos y monocitos se induce la
expresion de los AR-ou al ser estimulados, observandose un aumento en la expresion de dos
subtipos, los AR-aus y a1p (Rouppe van der Voort y col. 1999; 2000). No se conoce el papel
exacto de los AR-au en la regulacién/activacion de la célula inmune (Kavelaars, 2002), pero
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si que se ha sugerido la posibilidad de usarlos como biomarcador o de enfermedades
cardiovasculares entre otras, ya que podria reflejar cambios en estos receptores en el
organismo (Ricci y cols., 1999; Tayebati y cols., 2000).

o Beta

La distribucidn de los tres subtipos en linfocitos es B2 > B1 >> Bs (Yu y cols., 2007). La
presencia de los AR-B, lleva mucho tiempo siendo estudiada desde que se describieran por
primera vez (William y cols., 1976). El subtipo mayoritario, B2 (Loveland y cols., 1981), es
el responsable de la regulacion en la produccion de citocinas, o de la proliferacion y
diferenciacion celular, y se ha comprobado su participacidn en la progresion de
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide o la esclerosis mualtiple (Kohm &
Sanders, 2001; Sanders & Straub, 2002). Incluso se ha llegado a sugerir que el AR-B:
pudiera ser la conexion entre el sistema nervioso y el sistema inmune (Kin & Sanders, 2006).
Se ha observado una correlacion en la densidad de los AR-P entre miocardio y linfocitos,
proponiendo los linfocitos como herramienta para monitorizar los posibles cambios
inducidos por la administracion de fdrmacos o por enfermedades en organos de dificil
acceso, con el objetivo de mejorar la efectividad de los tratamientos (Brodde y cols., 1986).
Ademds, se han visto cambios en la expresion de los AR en linfocitos en enfermedades
cardiovasculares como la HTA (Brodde y cols., 1985; Parfyonova y cols., 1988) y la IC
entre otras (Iaccarino y cols., 2005; Yu y cols., 2007)
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3.- INsUFICIENCIA CARDIACA

Una vez conocido como los AR y GRK actlian y se distribuyen a nivel cardiovascular en
condiciones fisiologicas, pasaremos a indagar como actian en estados de estrés o patologia
cardiaca. En la presente tesis unificaremos datos experimentales obtenidos a nivel de
laboratorio con datos procedentes de la clinica, para intentar asi, esclarecer el papel que
ejercen los AR y sus cinasas reguladoras en la IC. Ante esto, necesitamos conocer aquellos
aspectos que determinan la IC tanto a nivel etiologico como clinico y el papel que juega la
regulacion farmacolodgica de estos receptores.

3.1.- Definicion.

La nsuficiencia cardiaca es una situacion grave, progresiva e irreversible. No se trata de una
enfermedad concreta, sino de un amplio sindrome en el que los pacientes presentan las
siguientes caracteristicas:

e gsintomas, falta de aire o fatiga tanto en reposo como durante el ejercicio,
e signos de retencion de liquidos, como congestién pulmonar o hinchazoén de tobillos,
e cvidencia objetiva de una alteracion cardiaca estructural o funcional en reposo.

Desde que Hipocrates describid la IC como la hidropesia de los pulmones hasta que en 1628
William Harvey publicd De Motus Cordis, prevalecid la idea hipocratica de que la funcion
del corazon era generar el espirito vital (pneuma) o bien la galénica que le atribuia la funcién
de calentamiento de la sangre. Con la nueva concepcion del corazén como bomba de
Harvey, basada en demostraciones empiricas, se abrieron las puertas para identificar a la
disnea y los edemas como consecuencias clinicas del fallo de bomba. Sin embargo, tenemos
que esperar al Gltimo siglo para asistir a los mayores avances el conocimiento del sindrome
de IC que provocaron un cambio progresivo en la definicidon de esta patologia.

Por la variedad de rasgos que presenta el sindrome, surge la dificultad de establecer una
Ginica definicién universalmente aceptada. Aunque el reconocimiento de los casos tipicos de
IC sea sencillo en la préctica clinica, es extremadamente complicado formular una definicién
que englobe satisfactoriamente todas sus facetas. Se ha ido variando el concepto de IC a
medida que aumentaba el conocimiento de su etiopatogenia, pasando de un primer modelo
cardiorrenal, a un modelo hemodindmico, posteriormente a un modelo neurohormonal y
actualmente se estudia el modelo molecular.
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Algunas de las definiciones aceptadas durante el transcurso del siglo XX:

“Condicion en la que el corazon fiacasa en descargar adecuadamente su contenido”
(Lewis, 1933).

“Situacion fisiopatologica en la que el corazon es incapaz de sufragar las necesidades
tisulares partiendo de una presion ventricular de llenado normal”  (Harrison, 1939).

“Estado en el que el corazon falla en mantener una adecuada circulacion para las

necesidades corporales a pesar de disponer de una presion de llenado satistactoria”  (Wood,
1950).
Aproximédndonos al siglo XXI Packer propone una definicién especialmente atil para
comprender tanto su fisiopatologia como sus manifestaciones clinicas, y afirma que la IC es
un “sindrome clinico complejo que se caracteriza por anomalias de la funcion ventricular
1zquierda y de la regulacion neurohormonal, que conlleva intolerancia al ejercicio, retencion
de liquidos y disminucion de la longevidad  (Packer, 1988; McMurray, 2012)

Una de las definiciones més habitualmente utilizada, es la propuesta por Braunwald quien
establece que la IC es la  “Zncapacidad del corazén de bombear la sangre necesaria para
proporcionar los requerimientos metabolicos del organismo, o bien cuando esto solo es
posible a expensas de una elevacion de Ia presion de llenado ventricular” (Braunwald y
cols., 2003)

A nivel molecular Katz expone que la IC es un “sindrome clinico en el que una
enfermedad del corazon disminuye el gasto cardiaco, aumenta las presiones venosas y Se
acompana de anomalias moleculares que causan un deterioro progresivo del corazon

disfuncionante y una muerte prematura de las células miocdrdicas” .

Dos de las més importantes sociedades que se centran en el estudio de las enfermedades
cardiacas también han buscado su definicion. La American Heart Association (AHA) explica
que la IC es un “sindrome clinico consecuencia de trastornos estructurales o funcionales
que disminuyen la capacidad del ventriculo para Illenarse o para bombear sangre, afadiendo
que /as manitestaciones esenciales de la IC son la disnea y la fatiga, que limitan la tolerancia
al estuerzo y la retencion de fluidos que puede conducir a la congestion pulmonar y al edema
periférico” , mientras que segln las guias de practica clinica de la Sociedad Europea de
Cardiologia, la IC se puede definir como una “anomalia de la estructura o la funcion
cardiacas que hace que el corazon no pueda suministrar oxigeno a una frecuencia acorde con
las necesidades de los tejidos metabolizantes pese a presiones normales de llenado (o solo a

costa de presiones de llenado aumentadas)” (McMurray y cols. 2012).
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Ante tanta definicidn y buscando una generalidad en comtn, observamos como actualmente
no existen muchas diferencias entre las diversas definiciones de IC y que todas las mostradas
comprenden y llevan a la misma direccidn, la incapacidad del corazén para mantener la
circulacidén en el nivel requerido para la oxigenacidn histica, provocando una serie de
alteraciones neuroendocrinas, o bien que la cumple a costa de activar mecanismos de
compensacion perniciosos.

3.2 Clasificacion

Al 1gual que se hace complicado encontrar una definicidon adecuada para la IC lo mismo
ocurre en su clasificacion. Las definiciones antes comentadas son escasamente aplicables en
la clinica, por lo que precisa la ayuda de una serie de términos descriptivos para acotar mejor
el concepto y la situacién clinica del paciente. Entre las diferentes clasificaciones
encontramos:

o Seglin sintomas y funcionalidad tras actividad fisica (Clasificacion NYHA):

Se trata de una de las mas empleada por los clinicos, se basa en los sintomas y en la
capacidad de realizar ejercicio o de poder soportar una actividad fisica mds o menos normal,
esta clasificacion funcional es la que propone la Asociacion del Corazon de Nueva York
(New York Heart Association, NYHA) (The criteria committee of the NYHA, 1994), muy
atil en la préctica clinica y utilizada de forma rutinaria en la mayoria de los ensayos clinicos
de distribucion aleatoria.

Clase I: Sin limitacion de la actividad fisica; el ejercicio normal no causa limitaciones.

Clase II: Ligera limitacion de la actividad fisica, sin sintomas en reposo; la actividad fisica
normal causa fatiga, palpitaciones o disnea.

Clase III: Acusada limitacion de la actividad fisica, sin sintomas en reposo; cualquier
actividad fisica provoca aparicion de sintomas.

Clase IV: Incapacidad de realizar actividad fisica; los sintomas estdn presentes incluso en
reposo y aumenta con cualquier actividad fisica.

o Seglin cambios estructurales o dafios sufridos en masculo cardiaco (Clasificacion
ACC/AHA).

Describe los distintos grados de IC basados en cambios estructurales o dafos sufridos en el
masculo cardiaco y sus sintomas asociados. Esta clasificacion estructural es la propuesta de
forma conjunta por el Colegio Americano de Cardiologia (American College of Cardiology,
ACC) por un lado y por la Asociacion Americana del Corazén (American Heart Association,
AHA) por otro (Hunt y cols., 2005).

47



48

REVISION BIBLIOGRAFICA

Estadio A: Con alto riesgo de IC. Anomalia estructural o funcional no identificada; sin
s1gnos ni sintomas.

Estadio B: Enfermedad cardiaca estructural desarrollada claramente en relacion con la IC,
pero sin signos ni sintomas.

Estadio C: IC sintomadtica asociada a enfermedad estructural subyacente.

Estadio D: Enfermedad cardiaca estructural avanzada y sintomas acusados de IC en reposo a
pesar del tratamiento médico.

o Seglin Fraccion de eyeccion (FE) del corazon:

- FE conservada (>50%)

- FE baja (<50%)
La mayoria de las IC, por definicién, cursan con bajo GC pero hay una serie de situaciones
en las que aparece IC a pesar de existir un GC elevado. Los mecanismos patogénicos de la
IC de gasto elevado son dependientes del proceso patoldgico primario y, frecuentemente,
muy complejos. En la mayor parte de los casos la causa suele ser que el corazéon se ve
obligado a mantener un elevado GC para mantener una oxigenacidn tisular normal, por
incremento patologico de las demandas (hipertiroidismo), por la existencia de shunts
(fistulas) o por defecto de los vectores transportadores de O2 (anemia severa)

o Segtin Curso clinico:

- Agudo

- Cronico
Las manifestaciones clinicas de la IC dependen en gran medida de la rapidez de su
nstauracion, estableciéndose o no la posibilidad de puesta en marcha de los mecanismos de
compensacion. El prototipo de la IC aguda serfa la que puede establecerse como
complicacion de un infarto agudo de miocardio (IAM) extenso, mientras que el de IC
cronica podria ser la que se observa en pacientes portadores de una miocardiopatia dilatada
que progresa lentamente. En el primer caso, la reduccién brusca del GC es facil que
determine una grave hipoperfusion secundaria de 6rganos y riesgo vital mientras que en el
segundo caso los mecanismos compensadores permiten una adaptacion funcional gradual con
la aparicién de sintomas y signos de lenta evolucion.

o Seglin localizacidn ventricular:

- Izquierda: Disnea progresiva, ortopnea, tos de decibito y disnea paroxistica nocturna
- Derecha: Ingurgitacion yugular, hepatomegalia, ascitis y edemas
En la IC derecha se objetivan datos de congestion sistémica, en la IC 1zquierda predomina la
congestion pulmonar, y en la IC global o biventricular existe hipertensiéon venosa
generalizada. Por ejemplo, en el caso de una estenosis mitral los primeros sintomas que
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aparecen son los de congestion pulmonar por fallo retrogrado, es decir, una IC 1zquierda. Por
el contrario, en la estenosis tricuspidea, la clinica inicial serd la de una acumulacidon de
liquidos en el territorio venoso periférico, con edemas, ingurgitacidn yugular y
hepatomegalia, es decir, una IC derecha. Sin embargo, a lo largo de la historia natural de la
enfermedad ambas situaciones se interrelacionaran coexistiendo una IC 1zquierda y derecha,
en cuyo caso suele hablarse de IC congestiva.

o Segln la eficacia de los mecanismos de compensacion:

- Compensada

- Descompensada
La IC terminal o refractaria es una situacion especial, irreversible, en la que se han agotado
los recursos terapéuticos habituales y solo queda la opcidon potencial del trasplante cardiaco.

o Segln la capacidad del GC de los ventriculos:

- IC sistélica o anterdgrada: sintomas derivados del bajo GC y la dilatacion
ventricular.

- IC diastolica o retrograda: dificultad al llenado ventricular por trastorno de
relajacion o por la existencia de obstruccion mecénica, se expresa mediante s1gnos
de congestion pulmonar con contractilidad normal.

Un ejemplo de IC sistolica es la que se produce en las miocardiopatias dilatadas en las que el
trastorno fundamental es que el miocardio no tiene “fuerza” para impulsar la sangre
durante la sistole, dando lugar a la forma clédsica de IC en la que la sintomatologia se
relaciona fundamentalmente con un GC disminuido. Por el contrario, la IC diastélica suele
deberse a 1squemia miocardica y/o hipertrofia ventricular izquierda, sobre todo en ancianos,
y se manifiesta fundamentalmente con disnea y signos de congestion pulmonar.

3.3 Epidemiologia

La IC es un trastorno progresivo y letal, aun con tratamiento adecuado. La supervivencia es
del 50% a los 5 afios del diagnostico, por lo que no es mejor que la de muchos cénceres, por
ello se trata de un problema de salud ptblica de primer orden. El consumo de recursos
sanitarios atribuible a esta enfermedad es ingente. Historicamente, la IC ha sido causa del 3-
5% de los ingresos hospitalarios en nuestro medio, y es la primera causa de hospitalizacion
de mayores de 65 afios con un 7,8%. Se estima que un 2% del gasto sanitario en paises
desarrollados se destina a la IC, y no parece que haya tendencia a la reduccion de ingresos
por IC en la Gltima década.
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En los paises desarrollados, aproximadamente un 2% de la poblaciéon adulta padece IC, una
prevalencia que aumenta exponencialmente con la edad, pues es inferior al 1% antes de los
50 anos y posteriormente se duplica con cada década hasta superar el 8% entre 1os mayores
de 75 afios. El elevado ntmero de casos de IC en Espafia estd determinado
fundamentalmente por el envejecimiento progresivo de su poblacion. En el periodo desde el
censo de poblacion de 1991 hasta la estimacidon del 1 de enero del 2012, la poblacion
espafiola mayor de 65 afos paso de 5.370.252 a 8.029.674, un incremento del 50%.

Datos epidemiologicos destacables a nivel nacional sobre la IC

Prevalencia: 5%, 2.336.000 pacientes (Prevalencia > 8% en > 75 afios) (Sayago y cols., 2013)

Incidencia: 0,39 % ,182.222 nuevos pacientes cada afio (Sayago y cols., 2013)
Mortalidad: 18.453 muertesfafio por Insuficiencia Cardiaca (12.041mujeres / 6.412 hombres) (INE 2012)

Hospitalizaciones: 133.029 / afio (INE 2012)
Duracion de la estancia hospitalaria en dias: 9 £ 5 dias (Sayago y cols., 2013)

Las hospitalizaciones por Insuficiencia cardiaca suponen el 5% del total de las hospitalizaciones, siendo la
primera causa de hospitalizacidon en personas > 65 afios (Sayago y cols., 2013)

El coste de la asistencia sanitaria de esta enfermedad supone entre el 1,8 y el 3,1% del total del presupuesto
sanitario publico. La atencion hospitalaria supone el 73% de este gasto (Sayago y cols., 2013)

En Espaia tan sélo disponemos de un estudio sobre incidencia de la IC, centrado en la
poblacién de Puerto Real (Cadiz), que estudid a individuos mayores de 14 afios (267.231)
adscritos al Sistema Nacional de Salud entre 2000 y 2007. El diagnoéstico de IC se basod en
los criterios clinicos de Framingham. La incidencia encontrada fue de 2,96/1.000 personas-
ailo en 2000 y 3,90/1.000 personas-afio en 2007. Las cifras no difieren esencialmente de las
del estudio de Framingham, efectuado en Estados Unidos en los afios ochenta, en que la
incidencia entre los mayores de 45 afios era de 4,7/1.000 personas-afio. En estudios europeos
mds recientes, como los de Rotterdam y Hillingdon, se describid una incidencia de IC
creciente con la edad, que en este Gltimo pas6 de 1,4 (cada 1.000 personas-afio) a los 50-59
aflos, 3,1 a los 60-64 afios, 5,4 a los 65-69 afios, 11,7 a los 70-74 aflos y > 17,0 alos 75 y
més anos.

En Espafia solo se han realizado dos estudios sobre prevalencia de la IC de base poblacional,
PRICE (Prevalencia de Insuficiencia Cardiaca en Espafia) y EPISERVE (Insuficiencia
cardiaca en consultas ambulatorias: comorbilidades y actuaciones diagnostico- terapéuticas
por diferentes especialistas) ambos publicados en el afio 2008.
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En el estudio PRICE, mediante muestreo aleatorio, se invitd a participar a 2.703 personas
mayores de 45 afios, de las que el 66% aceptd .El diagnostico de IC se sospechod en atencion
primaria por criterios de Framingham, y se confirm6 por cardidlogos tras el hallazgo de
alguna anomalia ecocardiografica, orgdnica o funcional significativa. Con esos criterios, se
describe una prevalencia de IC del 6,8%, similar en varones y mujeres. Por edades, la
prevalencia fue del 1,3% entre los 45-54 afios, del 5,5% entre los 55-64, del 8% entre los 65-
75 y del 16,1% entre los mayores de 75.

En el estudio EPISERVE participaron 507 investigadores, homogéneamente distribuidos por
toda Espafia, que atendian a pacientes en consultas ambulatorias de atencién primaria,
cardiologia y medicina interna. Se estudi6 a un total de 2.534 pacientes (5 cada
investigador), y se definid6 la IC seglin los criterios de Framingham. La prevalencia
encontrada fue del 4,7% (Sayago-Silva y cols., 2013)

3.4 Etiopatogenia

Las causas capaces de provocar una IC pueden clasificarse en tres grupos:

a) Las que producen un dafio miocardico directo
b) Las que provocan sobrecargas ventriculares
¢) Las que provocan una obstruccion o restriccion del llenado ventricular

a) Dafio miocérdico

El dafio de la fibra miocédrdica lleva a la IC por disminucion directa de la contractilidad. Este
daiio miocardico puede ser primario o secundario. Entre las enfermedades que causan un
dafio miocdrdico primario ventricular se incluyen fundamentalmente las Miocarditis y las
Miocardiopatias idiopéticas entre las cuales la més frecuente es la Miocardiopatia dilatada
1diopética. Mientras que las causan dado miocdrdico secundario, la més frecuente, es la
Cardiopatia Isquémica que se caracteriza por alteraciones segmentarias de la contractilidad
por 1squemia o necrosis, tras un IAM. A largo plazo, también las sobrecargas ventriculares,
tanto de presion como de volumen, acaban produciendo dafio miocardico y alteracion de la
contractilidad.

b) Sobrecarga ventricular:

Las sobrecargas ventriculares, tanto de presion como de volumen, pueden causar IC aun
cuando la contractilidad sea inicialmente normal, pero a largo plazo, acabardn produciendo
daflo miocérdico.
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Las sobrecargas de presion se producen cuando existe "un obstdculo" para el normal
vaciamiento de la cavidad cardiaca correspondiente y en consecuencia suponen un aumento
de la postcarga. Cuando se produce sobre el ventriculo izquierdo, como ocurre en la HTA o
en la Estenosis Aortica, provocan fundamentalmente IC izquierda, mientras que en el caso
del ventriculo derecho, las sobrecargas de presidon o aumentos de la postcarga, como ocurre
en la Hipertension Pulmonar o en la Estenosis de la Pulmonar, provocan IC derecha.

En ambos casos, el aumento mantenido de la postcarga va a condicionar hipertrofia
ventricular concéntrica en un intento de mantener la tension de la pared ventricular y evitar
la aparicion de sintomas clinicos, a mas largo plazo esta hipertrofia patologica se acompaiia
de fibrosis, aumento del coldgeno y cambios en la estructura proteica del miocito, que
acabardn condicionando un deterioro de la funcién contractil.

Las sobrecargas de volumen ocurren cuando aumenta el contenido de la cavidad cardiaca
correspondiente e implican por lo tanto un aumento de la precarga. Se incluyen como causa
de IC por este mecanismo la Insuficiencia Mitral y Adrtica, la Comunicacion Interauricular e
Interventricular y el Conducto Arterioso persistente, siendo entre todas ellas la Insuficiencia
Mitral la causa més frecuente de IC.

En las sobrecargas de volumen agudas, como ocurre en las roturas valvulares que
condicionan 1nsuficiencia mitral o aortica agudas, se produce un aumento brusco e
importante de la precarga, que supera rapidamente los limites de tolerancia, no dando tiempo
a la puesta en marcha de otros mecanismos de compensacion como la hipertrofia con lo que
se produce ripidamente una IC sin que existan obligatoriamente alteraciones de la
contractilidad. Sin embargo en las sobrecargas cronicas de volumen, cuando aparecen signos
de IC casi siempre existe un deterioro afiadido de la funcidn contréctil, puesto que en las
fases previas los mecanismos de compensacion suelen ser suficientes durante mucho tiempo
para mantener el paciente asintomatico.

¢) Restriccion y Obstruccidn del llenado ventricular

En estos casos, la IC es consecuencia de una dificultad al llenado ventricular que impide que
el ventriculo se rellene de sangre de forma adecuada aumentando la presion de forma
retrograda en las auriculas y el sistema venoso. Por lo tanto, no suele haber disfuncion
sistolica ventricular. Esta dificultad al llenado ventricular puede deberse a una obstruccion en
el tracto de entrada ventricular como sucede en la Estenosis Mitral y Tricuspidea o a un
impedimento de la cdmara ventricular para distenderse en didstole como ocurre en el
Taponamiento Cardiaco, Constriccion Pericdrdica o en las Miocardiopatias Restrictivas.
También puede existir una dificultad al llenado ventricular en la Miocardiopatia Hipertrofica
y en los casos excepcionales de tumor intrauricular como es el caso de los Mixomas.
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Encontramos dos patrones de IC, uno con funcion sistdlica preservada, mas asociado a la
hipertension, y otro con funcién deprimida, mas relacionado con la cardiopatia 1squémica.
La HTA explica cerca de la mitad de los casos de IC, y la enfermedad 1squémica del corazon
una cuarta parte de éstos (Gonzalez, 2005)

3.5.- Fisiopatologia

Como se ha comentado en la etiopatologia, la IC puede ser provocada principalmente por
tres causas como son el dafio directo en miocardio, sobrecargas ventriculares y obstruccion o
restriccion del llenado ventricular. Dependiendo del origen se ocasionard la activacion de los
diferentes mecanismos de adaptacién que buscan mantener y normalizar la funcién de bomba
del corazon

3.5.1.- Mecanismo de Frank-Starling:

Cuando se produce dafio miocardico se deteriora la capacidad de vaciamiento del ventriculo
durante la sistole aumentando por lo tanto el volumen de sangre al final de la didstole y la
tension que se ejerce sobre las fibras miocdrdicas no dafadas en esta fase. El ventriculo
responde a este incremento en la tensién diastolica o precarga potenciando su contraccién de
acuerdo a la /ey de Frank-Starling segtn la cual la energia liberada en cada contraccidn es
proporcional a la elongacidn de la fibra muscular cardiaca al final de la didstole y por lo
tanto depende fundamentalmente del volumen telediastélico. En el corazon sano este proceso
es muy eficaz y a medida que aumenta el volumen telediastolico aumenta tanto la fuerza de
contraccion como el volumen de eyeccidn, sin embargo en corazon insuficiente este
mecanismo se encuentra mas limitado de manera que se requieren aumentos importantes del
volumen de llenado para lograr menores incrementos del volumen de eyeccion que en el
corazdbn normal. En esta situacidon el corazon dilatado e insuficiente resulta ser mas
dependiente de la postcarga que de la precarga y se ve incapaz de soportar pequefios
incrementos de la postcarga sin sufrir un descenso sustancial del GC. Si esto perdura en el
tiempo puede desarrollarse un deterioro en el que aumentos adicionales de volumen
diastélico ya no solo no consiguen aumentos del volumen de eyeccidn sino que lo
disminuyen. En estadios avanzados en los que la contractilidad miocardica estd deprimida, la
curva de Frank-Starling se convierte en aplanada, por lo que la mayor precarga no se traduce
en un mayor GC. Por lo que este mecanismo tiene como contrapartida efectos negativos
como congestion retrograda, aumento de la tension de la pared, dificultad de flujo coronario
subendocardico e insuficiencia mitral progresiva.

Contribuyen a la activacion del mecanismo de Frank-Starling la activacion del sistema
simpatico, la vasopresina y el eje renina-angiotensina aldosterona. A largo plazo, resulta ser
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un mecanismo adverso, puesto que la distension cronica de la fibra miocardica promueve la
hipertrofia y aumenta la tension sistolica y diastolica de la pared y, en consecuencia, los
requerimientos metabolicos de oxigeno favoreciéndose la isquemia. Por lo tanto, el
mecanismo de FrankStarling es atil a corto plazo, pero cuando se necesita su actuacion
cronica, es capaz de facilitar el desarrollo de IC (Gonzélez, 2005).

3.5.2.- Activacidn de los sistemas neurohormonales.

- Activacion del sistema simpético

- Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
 Hormona antidiurética

- Péptido Atrial Natriurético.

En las fases tempranas de la IC aguda intentan mantener la perfusion de los érganos vitales,
expandiendo un volumen arterial inadecuado, pero a medida que la IC se hace cronica estos
mecanismos pueden causar efectos indeseables tales como una vasoconstriccidon excesiva,
aumento de la postcarga, exagerada retencion de sodio y agua, alteraciones electroliticas y
arritmias. Estos efectos pueden llevar, superado un limite, a un mayor deterioro de la funcion
ventricular y a la progresion de los sintomas de la IC.

o Sistema nervioso simpético.

En condiciones normales, los barorreceptores de las paredes arteriales emiten impulsos que
frenan los centros diencefalicos vasopresores que controlan la vasoconstriccion por medio de
la activacion del sistema simpético y, en consecuencia, por medio de la liberacion de aminas
simpaticomiméticas como la dopamina y NA.

En los pacientes con IC, la disminucion de la presion arterial secundaria a la caida del GC
hace que los barorreceptores dejen de emitir los impulsos frenadores al centro vasopresor
con la consiguiente activacion del sistema simpético y aumento de la liberacion de
catecolaminas, que determinan un aumento de la frecuencia cardiaca y contractilidad
miocdrdica principalmente por activacion de los AR-B, y un aumento del retorno venoso por
medio de una venoconstriccidn en este caso por activacion de AR-a, todas ellas llevardn a un
aumento del GC. Ademads, la vasoconstriccion arterial periférica determinada por este mismo
motivo, permite una redistribucién del GC hacia territorios vitales como el lecho coronario y
la circulacién cerebral, en detrimento de otros territorios viscerales como el higado, rifién y
misculo estriado.

La estimulacidon simpdtica, y por lo tanto el sistema adrenérgico, juegan un papel muy
importante en la compensacion del GC, tanto a nivel del corazon como vascular, con el fin
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de restablecer la funcidn deteriorada en una IC (Guyton & Hall, 1996). Superado cierto
limite, este mecanismo compensador puede tener un efecto deletéreo sobre el corazon del
enfermo con IC al aumentar excesivamente la postcarga, el trabajo cardiaco, el consumo
miocardico y precipitar la aparicion de arritmias.

o Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

Este sistema se activa como consecuencia de la caida del GC y en estrecha conexioén con la
activacion del sistema simpdtico, ya que la secrecion de renina se estimula por medio de la
activacion de los AR-P1 del aparato yuxtaglomerular como consecuencia de la activacion
micial del sistema simpético y por estimulo de los barorreceptores de presion del lecho
vascular renal que se activan como consecuencia del bajo flujo plasmético renal.

La activacion de la renina determina la liberacidn de angiotensina I a partir del
angiotensinogeno, siendo transformada en angiotensina II por medio de la enzima
convertidora de angiotensina que se libera en el pulmoén y otros tejidos. La angiotensina II es
un potente vasoconstrictor y por lo tanto contribuye, junto con la activacidon simpatica, al
aumento de las resistencias vasculares sistémicas y de la postcarga, sirviendo ademéds de
estimulo para la liberacidon de aldosterona que, a su vez, actda sobre la nefrona distal
reteniendo sodio y agua y eliminando potasio, con el consiguiente incremento de la precarga.

Superados ciertos limites la activacidon conjunta del sistema simpdtico y del eje renina-
angiotensina aldosterona, puede crear un circulo vicioso en los enfermos con IC puesto que
dicha activacion puede llevar a un aumento de la precarga y de la postcarga que empeore la
IC.

o Hormona antidiuretica o Vasopresina

En condiciones normales, la produccién y liberacion de vasopresina por parte de la hipofisis
responde a factores osmoticos de tal forma que un aumento de la osmolaridad plasmaética
induce su liberacidn pero, ademds, existen receptores de estiramiento en las auriculas que
responden a la distension auricular con la inhibicidn de la liberaciéon de esta hormona. En la
IC se produce una pérdida de la sensibilidad de estos receptores que dejan de responder al
estiramiento dispardndose la liberacion de la hormona antidiurética (ADH). Esta hormona es
un potente vasoconstrictor que contribuye al aumento de la postcarga y que, ademads,
condiciona la retencion de agua libre, aumentando la precarga y contribuyendo a la
hiponatremia que en ocasiones se observa en los estadios avanzados de 1a IC cronica

o Péptido Atrial Natriuretico.

Se produce como consecuencia de un incremento de la presion de distension auricular y se
comporta como una hormona contra reguladora que se opone a los efectos vasoconstrictores

55



56

REVISION BIBLIOGRAFICA

y de retencion de sodio y agua de los sistemas adrenérgicos, renina angiotensina-aldosterona
y vasopresina. Por lo tanto protege al sistema circulatorio contra la sobrecarga de volumen,
provocando vasodilatacion e incrementando la excrecion de sodio y agua. (Francis y cols.,
1984; Packer, 1992)

3.5.3.- Remodelado miocirdico

Los primeros mecanismos de adaptacion aparecen rdpidamente y pueden mantener la
funcion de bomba a niveles relativamente normales. La hipertrofia y el remodelado se
desarrollan de forma més lenta, y tienen un papel fundamental en la adaptacion a largo plazo
a la sobrecarga hemodindmica impuesta al ventriculo, constituyendo un mecanismo
compensador que se fundamenta en la Ley de Laplace, segin el cual: tension o estrés es
directamente proporcional a la presion intraventricular y al radio de la cavidad, e
inversamente proporcional al grosor de la pared ventricular. Por lo tanto, ante una sobrecarga
de presion o una dilatacion ventricular, el corazén responde con la hipertrofia o
engrosamiento de la pared en un intento por mantener la tension parietal. Ello se consigue
mediante el incremento subsecuente de sarcomeros. Ademds, las proteinas miofibrilares
sintetizadas como consecuencia de ello tienen las caracteristicas de las miofibrillas del
miocardio fetal, que tiene una menor actividad ATPasa y una menor velocidad de
acortamiento con lo que el consumo energético es menor; con todo ello se disminuye el
consumo de O», tanto en un sentido cuantitativo (mds grosor = menor tensidén) como
cualitativo (miofibrillas de menor consumo de O:).

Se pueden diferenciar cldsicamente dos tipos de hipertrofia principales, segn el tipo de
sobrecarga:

- La hAipertrofia concéntrica es la que se produce como consecuencia de una sobrecarga de
presion. En este caso el estrés sistélico aumentado (postcarga) induce la replicacion de los
sarcomeros en paralelo con el consiguiente aumento del grosor de la célula miocdrdica. El
resultado es el engrosamiento de la pared ventricular sin aumentar el didmetro de la cavidad
e incluso, en algunos casos, disminuyendo el tamafio de la cavidad, como se ve en algunos
casos de estenosis adrtica severa.

- La fupertrofia excéntrica que ocurre como consecuencia de una sobrecarga de volumen, el
aumento de tension de la pared en didstole (precarga) induce la replicacion de los
sarcomeros en serie, dando lugar a un alargamiento de las células miocdrdicas con aumento
del didmetro de la cdmara ventricular. Es decir, el grosor de la pared y el didmetro
ventricular aumentan proporcionalmente manteniéndose la relacion entre el grosor y el radio
de la cavidad, como es el caso de las insuficiencias valvulares y sobre todo de la mitral pura.
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Nos encontramos también la hipertrofia fisioldgica (deportistas) que puede desencadenar en
patologica cuando supera un cierto limite, en este caso, tras el aumento del nGmero de
sarcomeros también se produce un aumento desproporcionado de fibroblastos y de la matriz
coldgena intersticial contribuyendo al aumento del grosor de la pared pero no a la capacidad
contréactil del corazon, lo que nos lleva en fases avanzadas a un mayor grado de disfuncién
sistolica. (Gonzélez, 2005)

3.6.- Diagnostico de la insuficiencia cardiaca

En 1933, Sir Thomas Lewis afirmo en su libro de texto sobre enfermedad cardiaca que “/a
verdadera esencia de la medicina cardiovascular estd en la identificacion de la insuficiencia
cardiaca en su fase inicial” .

3.6.1.- Sintomas y signos de la msuficiencia cardiaca

Los sintomas y signos de la IC son la clave para la deteccion precoz de la enfermedad, ya
que son éstos los que impulsan al paciente a buscar atencion médica. Realizar una historia
médica completa y una exploracion fisica exhaustiva son habilidades imprescindibles que el
clinico debe dominar. La falta de aire, el cansancio y la fatiga son sintomas caracteristicos;
sin embargo, obtener y evaluar esta informacién requiere experiencia y habilidad,
especialmente cuando se trata del paciente de edad avanzada. Durante el examen clinico
deben evaluarse los sintomas clinicos de la IC mediante la observacion, la palpacion y la
auscultacion (Tabla 1).

o o o Tabla1
Aspectos fundamentales de la exploracion fisica de los pacientes con IC

Aspecto Nivel de conciencia, estado nutricional, peso
Pulso Frecuencia, ritmo, caracter
Presion arterial Sistolica, diastolica, presion del pulso
Sobrecarga de fluidos Presion yugular venosa

Edema periférico, hepatomegalia, ascitis
Pulmones Frecuencia respiratoria

Esternones

Derrame pleural
Desplazamiento apical
Galopes, tercer ruido
Corazon Soplos que indican disfucion valvular

Al i1gual que los sintomas, los signos de la IC inicial son dificiles de interpretar tanto en el
paciente anciano como en el obeso. Por lo tanto, la sospecha clinica de IC debe confirmarse
mediante estudios diagnosticos objetivos, especialmente los que nos permiten evaluar la
funcion cardiaca (Dickstein y cols., 2008).
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3.6.2.- Técnicas diagnosticas

En la prictica clinica habitual se emplean distintas pruebas diagnosticas para confirmar o
descartar la IC. Estas pruebas generalmente son més sensibles en la deteccion de la IC con la
fraccion de eyeccion reducida. Las pruebas diagnosticas que se describe a continuacion son
las que se considera adecuadas en pacientes con IC.

o Electrocardiograma (ECG): Se trata de la representacion grifica de la actividad

eléctrica del corazén, con ayuda de electrocardidgrafo. Los cambios
electrocardiograficos son frecuentes en los pacientes con IC aunque un ECG anormal
tiene poco valor predictivo para determinar con total seguridad la presencia de IC. Si
el ECG es completamente normal, especialmente los pardmetros relativos a la funcion
sistolica, la presencia de IC es poco probable (<10%).

o Radiografia de torax: La radiografia de térax es una herramienta fundamental en el

proceso diagnostico de la IC. Permite evaluar la presencia de congestion pulmonar y
puede revelar causas pulmonares o tordcicas que expliquen la disnea. La radiografia de
torax es Util para detectar cardiomegalia, congestion pulmonar y acumulacidon de
liquido pleural y puede evidenciar la presencia de enfermedad o infeccion pulmonar
que podria causar o contribuir a la disnea. Aparte de la congestion, los hallazgos de la
radiografia de torax solo tienen un valor predictivo de IC cuando haya signos y
sintomas tipicos de esta enfermedad. La cardiomegalia puede estar ausente tanto en la
IC aguda como en su forma croénica.

o Pruebas de laboratorio: Un examen sistematico completo del paciente con sospecha de

IC incluye un hemograma completo (hemoglobina, leucocitos y plaquetas), electrolitos
séricos, creatinina sérica, tasa de filtracion glomerular estimada, glucosa, pruebas de la
funcion hepatica y andlisis de orina. Dependiendo del cuadro clinico del paciente, se
considerardn otras pruebas adicionales. Las alteraciones hemaéticas o electroliticas no
son frecuentes en la IC leve o moderada que no ha sido tratada; sin embargo, son
comunes la anemia leve, la hiponatremia, la hiperpotasemia y una funcion renal
reducida, especialmente en pacientes tratados con diuréticos e inhibidores
neurohormonales (inhibidores de la enzima de conversidn de angiotensina [IECA],
antagonistas de los receptores de angiotensina [ARA], antagonistas de la aldosterona).
Es fundamental controlar adecuadamente al paciente durante las fases de instauracion,
ajuste y seguimiento del tratamiento de la IC.

Péptidos natriuréticos: Las concentraciones plasmaticas de péptidos natriuréticos son
biomarcadores ftiles en el diagnostico de la IC y en el manejo de los pacientes con IC
cronica establecida. El aumento de estrés en la pared miocardica eleva las cifras del
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péptido natriurético tipo B (BNP) y el pro-BNP aminoterminal (NT-proBNP). La
evidencia disponible respalda su uso en el diagndstico y en la planificacion de las
distintas fases de tratamiento, a la hora de tomar decisiones respecto a ingresos y altas
hospitalarias y en la identificacion de pacientes con riesgo de complicaciones clinicas.
Una concentracion plasmatica normal en un paciente sin tratar tiene un alto poder
predictivo de exclusion de la enfermedad. Una concentracidon elevada de péptidos
natriuréticos pese a tratamiento optimo indica un mal prondstico.

Troponinas. Ante la sospecha de IC y cuando el cuadro clinico indique un sindrome
coronario agudo, se determinardn las troponinas I o T. El aumento de troponinas
cardiacas es un indicador de necrosis de miocitos, en cuyo caso, y si estd indicado,
debe considerarse la posibilidad de revascularizacion, para lo cual se realizardn las
pruebas diagnosticas necesarias. La elevacion de las troponinas es un importante factor
pronostico en la IC, especialmente en presencia de elevados valores de péptidos
natriuréticos.

Ecocardiografia: El término ecocardiografia se utiliza para referirse a todas las

técnicas de imagen cardiaca por ultrasonidos. La confirmacion del diagnéstico de IC o
disfuncién cardiaca mediante ecocardiografia es imprescindible y debe realizarse con
prontitud ante la sospecha de IC. Ademds de su amplia disponibilidad, la
ecocardiografia es una técnica no invasiva y segura que proporciona abundante
informacion sobre la anatomia cardiaca (volimenes, geometria, masa), la movilidad de
las paredes y la funcién valvular. Esta prueba proporciona informacion fundamental
sobre la etiologia de la IC.

Cuando se pretende valorar la funcién ventricular, la determinaciéon de la fraccion de
eyeccion del VI (FEVI) (valor normal, > 45-50%) es la prueba mds practica ya que
permite diferenciar a los pacientes con disfuncion sistolica de los que tienen la funcién
sistolica conservada. Sin embargo, el punto de corte es relativamente arbitrario. La
FEVI depende en gran medida de los volumenes, la precarga, la poscarga, la
frecuencia cardiaca y la funcion valvular

Resonancia Magnética cardiaca: La RMC es una técnica versitil, precisa y

reproducible que permite la medicién y la evaluacién de los volimenes ventriculares
derecho e izquierdo, la funcién ventricular general, la movilidad regional de la pared,
el grosor miocdrdico, el engrosamiento, la masa miocardica y los tumores, las valvulas
cardiacas, los defectos congénitos y la enfermedad pericdrdica. Actualmente se la
considera la técnica de eleccion por su gran precision y reproducibilidad a la hora de
evaluar volimenes, masa y movilidad de la pared. El uso de medios de contraste
paramagnéticos, como el gadolinio, proporciona evidencia sobre inflamacion,
infiltraciébn y cicatrices en pacientes con infarto, miocarditis, pericarditis,
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miocardiopatias y enfermedades infiltrativas y de deposito. Las limitaciones de esta
técnica incluyen el coste, la disponibilidad, los pacientes con disritmia o diSpositivos
implantados y la intolerancia del paciente.

Tomografia computarizada: En pacientes con IC, el estudio no invasivo de la anatomia

coronaria puede ser Gtil y aportar informacidn que nos permita tomar decisiones
respecto a la necesidad de angiografia coronaria. La realizacion de angiografia con
tomografia computarizada debe considerarse en pacientes con probabilidad baja o
intermedia de enfermedad coronaria en los que la prueba de esfuerzo o estrés no sea
concluyente. La aterosclerosis documentada mediante tomografia computarizada
confirma la enfermedad coronaria, pero no implica necesariamente que haya isquemia.

Ventriculografia isotopica: Estudio en el que se emplea un radioisdétopo que muestra

como la sangre se acumula en el corazén en reposo, durante el ejercicio o en ambos
casos. La ventriculografia isotdpica se considera un método bastante preciso para la
determinacion de la FEVI y se suele realizar en el contexto de una gammagrafia de
perfusion miocdrdica para obtener informacidon adicional sobre la viabilidad
miocardica y evidencia de 1squemia. Tiene poco valor en la determinacion de
voliimenes o indices mds sutiles relativos a la funcién sistélica o diastélica.

Prueba de esfuerzo: La prueba de esfuerzo proporciona una evaluacion objetiva de la

capacidad de ejercicio y de los sintomas durante el esfuerzo, como la disnea y la
fatiga. La marcha durante 6 min es una prueba simple, reproducible y asequible que se
utiliza para medir la capacidad funcional submaxima y para evaluar la respuesta a una
posible intervencién. Un pico normal de ejercicio en un paciente sin tratar excluye el
diagnostico de IC sintomdtica. Se puede utilizar tanto la ergometria ciclica como la
cinta sin fin con un protocolo adaptado a la IC, en el que el incremento de la carga de
trabajo se hace lentamente. Es aconsejable realizar un andlisis del intercambio de gases
durante el ejercicio, ya que proporciona una medida reproducible de la limitacion al
ejercicio, permite diferenciar causas cardiacas o respiratorias de la disnea y evaluar la
eficiencia de la ventilacion y aporta informacion prondstica. El maximo consumo de
oxigeno (VO: médx.) y el umbral anaerdbico son indicadores fGtiles de la capacidad
funcional del paciente; el VO:méx y el gradiente VE/VCO: (respuesta ventilatoria al
ejercicio) son una variable prondstica importante.

La tasa de maximo intercambio respiratorio es un indice Gtil para determinar el grado
de anaerobiosis alcanzada. No existe una correlacion importante entre la capacidad de
ejercicio, la fraccion de eyeccion y la mayor parte de los pardmetros hemodindmicos
en reposo.
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Monitorizacidn electrocardiografica ambulatoria (Holter): Consiste en la monitorizacion

ambulatoria del registro electrocardiografico por un tiempo prolongado, habitualmente
unas veinticuatro horas. Se nombra asi por el biofisico Norman Holter que establecio las
bases de la monitorizacion cardiaca en 1949. Se trata de una herramienta Gtil para el
estudio de pacientes con sintomas compatibles con arritmia (como palpitaciones o
sincope) y para monitorizar el control de la frecuencia ventricular en pacientes con
fibrilacion auricular. Permite detectar y cuantificar la naturaleza, la frecuencia y la
duracion de las arritmias auriculares y ventriculares y episodios de 1squemia silente que
podrian causar o exacerbar los sintomas de IC. Los episodios de taquicardia ventricular
sintomdtica no mantenida son frecuentes en la IC y conllevan mal prondstico.

Cateterismo cardiaco derecho: También denominado cateterizacion de Swan-Ganz,

donde la sonda alcanza el lado derecho del corazdn con el fin de monitorizar el paso de
sangre a través del corazon y vigilar la funcidon cardiaca. Este proporciona importante
informacién hemodindmica, como presiones de llenado, resistencia vascular y GC. La
informacién que proporciona es basica para la clasificacidon de Forrester (correlaciona
datos hemodindmicos y datos clinicos en los pacientes que sufren una IC tras un infarto
de miocardio). Se trata del método mds preciso para evaluar los pardmetros
hemodindmicos en pacientes que no responden al tratamiento, antes del trasplante
cardiaco o en ensayos clinicos para la evaluacién de intervenciones. El cateterismo
arterial pulmonar se considerard para la monitorizacion de las variables hemodindmicas
en pacientes hospitalizados con shock cardiogénico o no cardiogénico o para establecer
el tratamiento en pacientes que no responden al tratamiento inicial. Sin embargo, no se
ha demostrado que el uso del cateterismo arterial pulmonar mejore los resultados.

Biopsia endomiocdrdica: Determinadas alteraciones miocardicas pueden diagnosticarse

mediante una biopsia endomiocdrdica. En estos casos, las decisiones clinicas deben
guiarse por los resultados de ensayos clinicos controlados y por la opinién de expertos.
Un documento sobre las indicaciones de la biopsia endomiocdrdica publicado
recientemente por las asociaciones AHA, ACC y European Society of Cardiology (ESC)
indica que debe considerarse la realizacion de esta prueba en pacientes con IC aguda o
fulminante, de etiologia desconocida y que presentan un rapido deterioro con arritmias
ventriculares y/o bloqueo auriculo ventricular o en pacientes que no responden al
tratamiento convencional de la IC. La indicacion de biopsia endomiocdrdica también se
considerard en la IC cronica en la que se sospecha procesos infiltrativos como
amiloidosis, sarcoidosis y hemocromatosis, asi como en la miocarditis eosinofilica y en
la miocardiopatia restrictiva de origen desconocido. (Dickstein y cols., 2008)
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3.7 Trasplante de corazon.

En estadios muy avanzados de la enfermedad o formas muy graves, puede que el tratamiento
no sea efectivo, en estos casos podemos encontrar dos opciones, por un lado el cuidado
paliativo del enfermo que ayude al paciente a pasar con el menor sufrimiento posible los
altimos dias de su vida, y por otro lado, cuando el paciente es relativamente joven y sin otras
complicaciones serias afiadidas, la eleccion es el trasplante ortotopico (aloinjerto) de corazon
de personas donantes fallecidas. Con este criterio se someten a trasplante de corazon
pacientes con una enfermedad cardiaca terminal, es decir, pacientes con muy baja
probabilidad de supervivencia en 6-12 meses, pero con altas probabilidades de sobrevivir y
llevar una vida activa tras el trasplante, y que no sufran otras enfermedades generales graves
(enfermedades cerebrovasculares o vasculares periféricas, diabetes, obesidad, cdncer, o
infecciones crénicas) (Schroeder, 2003; Hunt, 2008). La supervivencia al cabo de los afios
tras el trasplante es muy elevada, llegando a alcanzar el 85% en el primer afio y el 70% al
quinto, siendo el riesgo de morir mds elevado durante el primer afio y menor conforme
avanza el tiempo (Taylor y cols., 2005). El tratamiento inmunosupresor y el control del
rechazo es muy 1mportante para el éxito del trasplante, hay que evitar que se produzca una
respuesta inmune caracterizada por infiltracion perivascular de linfocitos T citotdxicos, que
migran al miocardio y producen necrosis celular, o las infecciones propiciadas por la
inmunodepresion.

Los corazones trasplantados permanecen 1nicialmente sin inervacion (en algunos pacientes se
produce una reinervacion parcial de forma tardia), de modo que son el nédulo sinusal y la
administracion de farmacos cronotropicos los que controlen la frecuencia cardiaca.

Ademas el ejercicio moderado, es capaz de liberar catecolaminas al torrente circulatorio que
mejoran la funcidn cardiaca gracias a sus efectos inotropicos y cronotropicos positivos,
aumentando el GC hasta un 70% de lo esperado para la edad del paciente, cifra mas que
suficiente para una vida normal (Schroeder, 2003; Hunt, 2008).

El Informe realizado por la Sociedad Internacional para el trasplante de Corazén y Pulmon
(International Society for Heart and Lung Transplantation, ISHLT), presenta informacion
sobre cerca de 100.000 trasplantes de corazén llevados a cabo en todo el mundo. La edad
media de estos pacientes es de 54 afios de edad, siendo en su mayoria hombres. En el
periodo comprendido de enero del 2005 a junio 2010, las cardiopatias no isquémicas fueron
la principal causa de trasplante de corazon (53.3%), siendo la segunda causa mds frecuente
la cardiopatia isquémica (37.7%), seguida de cardiopatias congénitas (2.9%), valvulopatias
(2.7%), vy retrasplante (2.6%). La vida media de estos pacientes es de 11 afos, tras haberles
realizado el aloinjerto, en practicamente todos los grupos de edad, reduciéndose a 7-8 afios
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en pacientes que se sometieron a esta intervencion en edades mas avanzadas (65-70 afios), lo
que supone un aumento considerable de la expectativa de vida en pacientes que se
encontraban 1nicialmente en una alta probabilidad de fallecer en un periodo no superior al
aflo, incluso se estima que un 20% de estos pacientes permanecerdn vivos hasta 20 afios
después. La principal causa de muerte durante el primer mes es el fallo del injerto (41%),
durante el primer afio el problema principal son las infecciones (30%), 5 afios después la
principal causa de muerte de estos pacientes son las enfermedades coronarias junto con el
fallo tardio del injerto probablemente debido a la enfermedad coronaria (32%). Sin embargo,
aquellos pacientes que sobreviven tras 10 afos desde el trasplante tienen complicaciones
ailadidas, el 97% padecen HTA, algunos de ellos con insuficiencia renal severa (14%), el
93% hiperlipidemias, 39% diabetes y 52% enfermedades coronarias, pero a pesar de todo el
trasplante de corazdn supone una buena eleccidn en pacientes con una IC en fase terminal,
aumentado considerablemente tanto su expectativa como su calidad de vida (Stehlik, 2011).

Los datos mds recientes, obtenidos en Espaila en 2013, indican que las caracteristicas de los
pacientes receptores fueron de una media de edad de 47 £ 19 (intervalo, 0-70) afios; el 71%
eran varones, con diagnosticos basales mayoritarios de miocardiopatia isquémica (33,6%),
miocardiopatia dilatada 1diopatica (37,2%), miocardiopatia de origen valvular (8,1%) y otras
etiologias (21,1%). En el altimo periodo destaca que un 30% de los receptores eran > 60
afios y que las mujeres superaban el 25%. Se constata asimismo un incremento en
condiciones de riesgo como disfuncion renal, diabetes mellitus, infeccion en los 15 dias
previos al trasplante y la necesidad de ventilacién mecdnica. Se observa, en cambio, una
tendencia significativa a la disminucion del retrasplante en el periodo més reciente, en el que
apenas llega al 2% de todos los trasplantes, con un promedio anual histérico del 2,4%.

En el caso de los donantes, la media de edad era 40,2 £ 16,1 afios (el 44% eran > 45 afos) y
el 53,8% eran varones. En el 25% de los casos, el peso del donante fue un 20% mayor que el
del receptor, mientras que sucedid lo contrario en el 10,1%. En el 27,8% de los casos, se
injertd de donante mujer a receptor varon.

En 2013, la evolucién anual de la mortalidad quirtrgica (primeros 30 dias tras la cirugia) fue
del 11,3%, ligeramente inferior a la de la cohorte histérica, con un promedio del 15% anual.
La mortalidad promedio de un 2-3% al afio aproximadamente, con una mediana de
supervivencia de 10,8 afios. Hubo diferencias significativas segtin la edad del receptor en el
momento del trasplante y por el tipo de procedimiento. La supervivencia de los pacientes <
16 afos fue significativamente mejor que la de los pacientes de 16-60 afios, y la de estos
respecto a los pacientes > 60 anos. (Gonzédlez y cols., 2014).
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Tal y como hemos mencionado en apartados anteriores, la estimulacion simpatica, y por lo
tanto el sistema adrenérgico, juegan un papel muy importante en la compensacion del GC,
tanto a nivel del corazén como vascular, con el fin de restablecer la funcién deteriorada en
una IC (Guyton & Hall, 1996), pero también juegan un papel importante en el desarrollo y la
progresion de la enfermedad, sobre todo los AR-ou y -B, ademas de las GRK, que estardn
implicados en mayor o menor medida. Por todo ello, se hace necesario abrir nueva seccion
para desarrollar con mayar hincapié el rol de estos receptores y sus cinasas reguladoras en
estados de estrés o IC.
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4.- RELACION pE10s AR v LAs GRK con LA INSUFICIENCIA
CARDIACA

4.1. Adrenoceptores P

Los AR-B han sido los més estudiados en esta enfermedad. Se ha demostrado en numerosas
ocasiones que el sistema PB-adrenérgico juega un papel clave en la regulacion de la funcién
cardiaca, tal y como hemos visto en anteriores apartados, y ademds se sabe que estd
involucrado en la patogénesis de la IC (Port & Bristow, 2001; Feldman y cols., 2008), de ahi
que el uso de farmacos B- bloqueantes constituya una parte importante en la terapia contra la
enfermedad (Satwani y cols., 2004). Por un lado, se sabe que la estimulacion de los AR-B
cardiacos supone un aumento de la contractilidad del corazon, necesario para compensar la
IC pero que no se puede sostener durante un periodo muy prolongado, ya que acaba
desembocando en una regulacion a la baja de estos receptores, un aumento de la apoptosis y
un remodelado cardiaco inadecuado (Lee y cols., 2008).

Apoyando estos resultados se ha comprobado coémo, en ratones transgénicos con una
sobreexpresion del AR-P1, mds sensibles a las catecolaminas, y con una elevada funcidn
cardiaca, muchos de estos ratones adultos, con el paso del tiempo, acababan desarrollando IC
acompafiada de hipertrofia ventricular, deterioro celular y fibrosis, cosa que no ocurria en el
grupo control, sugiriéndose propiedades proapoptoticas a largo plazo para este subtipo
(Engelhardt y cols., 1999), probablemente porque tras la estimulacién continuada de los AR-
B1 se activa la via de la CaMKII, cuyo predominio cursa con apoptosis y remodelado
mnadecuado que conduce al desarrollo y progresion de la IC (Zhang y cols., 2003). En cuanto
al modelo en el que se sobreexpresaba el AR-B2, también se pudo observar un aumento de la
funcidn cardiaca pero sin cambios estructurales del corazdon (Milano y cols., 1994b), y
ademds algunos estudios vieron como la sobreexpresion moderada del subtipo servia para
restaurar la funcién y la morfologia cardiaca deterioradas (Dorn y cols., 1999), aunque otros
estudios observaron que una sobreexpresion excesiva de este subtipo si que estaba
relacionado con una hipertrofia cardiaca y una IC a medida que el animal envejecia
concluyendo con la muerte de los ratones por una cardiomiopatia dilatada extrema (Du y
cols., 2000; Liggett y cols., 2000; Schwarz y cols., 2003). Por lo que respecta al subtipo B3
cuyo efecto en corazén es contrapuesto al de los otros subtipos (inotropismo negativo), la
sobreexpresion mostrd una disminucion de la funcion cardiaca y del crecimiento del corazon
(Kohout y cols., 2001). Durante la IC la expresion de dicho subtipo se encontrd ligeramente
incrementada, contribuyendo probablemente al deterioro de la funcion cardiaca gracias al
efecto 1notropico negativo de este receptor (Moniotte y cols., 2001; Morimoto y cols., 2004).
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Con el progreso de la IC cronica continua el aumento de la estimulacidén simpatica del
corazdn y se produce una bajada de densidad de los AR-B acompaiiado de una
desensibilizacion de la via (Bristow y cols., 1982). Este aumento crénico de la exposicion a
los agonistas o catecolaminas endogenas estd relacionado con un descenso progresivo en la
expresion génica y proteica del AR-B1 (Engelhardt y cols., 1996), quizds como mecanismo
protector para evitar los efectos proapoptoticos de este subtipo (Xiao y cosl., 2004), mientras
que la densidad del subtipo P2 aumenta seglin empeoran las condiciones del paciente
(Bristow y cols., 1990), quizds como intento de incrementar o mejorar la funcionalidad del
corazon, o de proteger favoreciendo el efecto anti-apoptotico (Xiao y cosl., 2004). De forma
general, ambos subtipos se encuentran desensibilizados, es decir, se encuentran desacoplados
de la via clasica de la proteina Gs/AC, produciéndose finalmente un deterioro maligno de la
funcion cardiaca. En este caso la via de la proteina Gi parece estar aumentada, teniendo
como consecuencia por un lado una disminucidn afadida de la respuesta funcional B-
adrenérgica, ademds de disminuir la respuesta de muchos otros receptores acoplados a la
misma via por inhibicién de la AC. Por otro lado, parece que este cambio podria estar
produciéndose como mecanismo protector del corazdn insuficiente, ya que ademds el
aumento de la via mediada por la proteina Gi, hace que la estimulacién del AR-B2, que a su
vez se encuentra sobreexpresado, resulte cardioprotectora debido al efecto anti-apoptotico de
dicha via (Xiao y cols., 2004; Brodde, 2007). No obstante, estudios recientes ponen en
entredicho la actividad cardioprotectora de la activacion de Gi mediada por el AR-PBo,
sugiriendo que una sefializacion continuada de B2 en IC llega a ser cardiotoxica (Fajardo y
cols., 2013). Entre ambos subtipos, P1-P2, la balanza entre efectos toxicos y protectores
depende del tipo de enfermedad y/o modelo especifico utilizado para estudiar los efectos de
los AR-B, por lo que parece que la sefializacion P1 puede también ser cardioprotectora y para
ciertas formas de IC la sefalizacion B2 es cardiotoxica (Baker, 2014).

Segtin el estado del paciente se sabe que conforme aumenta la gravedad de la enfermedad se
produce un descenso més marcado en la densidad y actividad de los AR-B en el corazon de
pacientes con IC, siendo este descenso mds marcado en la fase final o mas grave de la
enfermedad (Engelhardt y cols., 1996; Leineweber y cols., 2005).

En lo que respecta a la localizacion de los AR-B en miocitos, algunos autores proponen la
posibilidad de la redistribucion de la localizacion AR-B2 en la superficie celular en estados
de IC. Evidencias recientes indican que la via de sefializacion AR B2-Gs-AMPc ocurre casi
exclusivamente en la superficie celular del sarcolema de miocitos ventriculares de rata (Cros
& Brett, 2013). Por un lado, en cardiomiocitos de ratas adultas sanas se determinaron las
seflales de AMPc inducidas por AR-B2 en las profundidades de los tubulos-T de la
membrana mientras que las inducidas por los AR-P1 se mostraron a nivel de toda la
superficie celular (Nikolaev y cols., 2010); mientras que en cardiomiocitos procedentes de
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modelos de IC cronica en rata, los AR-B2 fueron redistribuidos en la zona del espacio que
forman los tubulos T de la membrana celular (Nikolaev y cols., 2010). En la actualidad, se
ha mostrado como un aumento de caveolina-3 (proteinas integrales de la membrana
plasmatica presentes en estructuras celulares denominadas caveolas) en miocitos procedentes
de IC parcialmente restablece la localizacion alterada de AR-B2 y normaliza la
compartimentacion de la via de sefializacion de AR-B2 - Gs - AMPc (Wright y cols.,
2014)

Se ha demostrado que la inhibicion de la isoforma 5 de la AC (25-30% en cardiomiocitos)
previene la cardiomiopatia inducida por la estimulacion cronica de los AR-PB. Ratones
transgénicos con el subtipo P2 sobrespresado (B2-AR Tg) exhibieron un incremento de la
funcion cardiaca en edades tempranas pero desarrollaron disminucion de la funcion cardiaca
y cardiomiopatia en edades avanzadas. Asi pues, a partir de ratones bigénicos que
presentaban sobrexpresion de AR-B2 e inhibicion de la ACS5 (B2-AR x AC5 KO) se observo
un aumento de la MnSOD (superoxido dismutasa), de potente actividad frente al estrés
oxidativo con mejora en la funcidn cardiaca y prevencion de la cardiomiopatia (Yan y cols.,
2014). Se conoce que el incremento del estrés oxidativo estd envuelto en la patogénesis de
varios tipos de cardiomiopatias. Antioxidantes tales como la MnSOD, son capaces de
proteger el corazon frente apoptosis y desarrollo de la cardiopatia. Los ratones deficientes de
MnSOD fallecen pronto tras nacimiento a causa de cardiomiopatias (Hare, 2001; Kannan y
cols., 2000).

Numerosos estudios han investigado la posible asociacion de polimorfismos genéticos de los
AR y las enfermedades cardiovasculares. Se han visto varios polimorfismos para el subtipo
B1 pero no se ha comprobado su relacion directa con la IC, aunque probablemente, afecten a
la respuesta frente al tratamiento o a la progresion de la enfermedad (Brodde, 2008). En
relacion a esto, se ha visto que la variante Arg389 de este subtipo confiere a los pacientes
mayor probabilidad de sobrevivir y mejor respuesta al tratamiento con PB-bloqueantes
(Liggett y cols., 2006), y la variante Gly49 confiere mejor resistencia al estrés, mejor
funcién diastodlica y un menor fallo cardiaco en pacientes trasplantados (Scharin y cols.,
2007). En relacion al subtipo B2, la variante Ile164 estd relacionada con un peor prondstico
en la evolucion de la IC, pero esta variante estd muy poco extendida en la poblacidn y su
papel exacto es cuestionable (Liggett y cols., 1998).
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4.2. Adrenoceptores o

Por lo que respecta a los AR-ou, minoritarios a nivel de corazén (10% del total), se sabe que
ejercen un efecto inotropico pero que es minoritario frente al efecto P-adrenérgico y su
relacion con la IC ha sido poco estudiada (Brodde y cols., 2006). Por un lado algunos
autores han descrito un aumento en la densidad de estos AR (Steinfath y cols., 1992a;
Hwang y cols., 1996), pero otros no han encontrado cambios (Bohm y cols., 1988; Bristow y
cols., 1988), ademds no se han observado cambios en el acoplamiento a la via de la proteina
Ga/PLC (Ponicke y cols., 1998; Bristow, 1993), y en cualquier caso estos receptores seguian
mediando su ligero efecto inotropico positivo. Si que se sabe que, como comentdbamos
anteriormente, la estimulacidon o1 a nivel del corazon produce hipertrofia cardiaca
(O" Connell y cols., 2003), al menos en modelos animales, como cambio adaptativo frente
al aumento de presion arterial, algo que podria conducir al deterioro del corazén. Al parecer
el subtipo aig estaria mas implicado en el remodelado inadecuado del corazéon previo al
desarrollo de la IC, mientras que por otro lado se ha comprobado que la estimulacion
selectiva del subtipo oua podria resultar beneficiosa para el corazdn por sus efectos
cardioprotectores asociados a la via de la ERK (Huang y cols., 2007; Woodcock y cols.,
2008).

Faltaria por observar hasta qué punto estos resultados se reproducen en el corazén humano,
y s1 un cambio en la distribucidon de los subtipos estaria o no implicado en la patologia.
Datos del ensayo clinico ALLHAT (Antihypetensive and Lipid-Lowering Tratment to Prevent
Attack Trial) en humanos mostro un efecto cardioprotector mediado por los AR-ou. El ensayo
fue detenido prematuramente a causa de un incremento de la IC en el grupo de pacientes que
recibieron tratamiento con el antagonista oa respecto a los otros grupos. Esto sugiri6 que la
activacion de los AR-ou es cardioprotectora en IC. (ALLHAT, 2000)

Existen diferentes respuestas inotropicas de los AR-o1 en VD insuficiente frente a VI
insuficiente, encontrandose incrementada su respuesta inotropica en VD no ocurriendo asi a
nivel de VI (Wang y cols., 2010).

4.3. GRK

La implicacién de las GRK en la regulacion de la funcion del corazén en la IC parece clara.
Dichas cinasas son las principales responsables de la desensibilizacién (o desacoplamiento a
la via de la AC) y de la regulacion a la baja de los AR-B tras ese largo periodo de activacion
neuro-hormonal caracteristico de la IC, contribuyendo de forma clara a la reduccion de la
actividad, sobre todo del subtipo PB1, y por lo tanto contribuyendo a la reduccion del GC
favoreciendo asi el desarrollo y la progresion de la enfermedad. De hecho, se sabe que la
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GRK2, la primera cinasa identificada, y la més estudiada en corazon, y la GRKS, también
muy abundante en corazon, juegan un papel clave en la IC, la hipertrofia y el infarto de
miocardio (Lohse y cols., 2003; Dorn y cols., 2009). Como hemos mencionado, la
estimulacion P-adrenérgica supone un aumento en la frecuencia cardiaca y la eyeccidn
ventricular, ambos imprescindibles para el aumento del GC necesario para compensar la
disminucién que se produce durante la insuficiencia, algo que termina por provocar la
desensibilizacion de los receptores mediada por ambas cinasas, GRK2 y GRKS5 (Pitcher y
cols., 1998).

Numerosos estudios han sugerido la importancia de GRK2 en la IC, asi pues en esta linea, se
ha comprobado un aumento de la actividad GRK durante la IC relacionado con una
regulacion al alza tanto a nivel de ARNm como de proteina para la GRK2 en corazon
(Bristow y cols., 1990; Unguerer y cols., 1993, 1994), vy ademds se ha visto como este
aumento precede al desarrollo de la enfermedad, pudiendo representar un marcador temprano
de la disfuncién cardiaca (Anderson y cols., 1999; Cho y cols., 1999). Se sabe también que
el aumento de actividad de esta cinasa se correlaciona con la disminucion en la actividad B-
adrenérgica en muestras de corazon humano insuficiente (Iaccarino y cols., 2005).

Se conoce que la infusidn cronica de Isoprenalina, agonista B-adrenérgico, induce hipertrofia
cardiaca acompaiada de una marcada desensibilizacion de los AR-B y un aumento de
ARNm y proteina de GRK2, mientras que de forma opuesta, la infusion con B-bloqueantes
provoca un descenso de los niveles de GRK2 (laccarino y cols., 1998b). En modelos de
ratones transgénicos que sobreexpresan la GRK2 a nivel del corazon, se ha observado un
deterioro marcado del efecto inotropico de la Isoprenalina (Koch y cols., 1995). Por otro
lado se ha visto una mejora de la funcion cardiaca en estudios en los que esta cinasa se ha
inhibido de forma selectiva en corazdon, ademds de favorecer el rescate del corazén
msuficiente en modelos genéticos de IC (Rockman y cols., 1998b; Freeman y cols., 2001;
Harding y cols., 2001). Esta inhibicion selectiva incluso previene la IC en ratones con infarto
de miocardio (White y cols., 2000). También se ha visto que la delecion del gen de 1la GRK2
antes del infarto de miocardio induce un aumento de la respuesta B-adrenérgica posterior a
este infarto y protege contra el remodelado y contra la IC, mejorando la funcién ventricular y
por tanto prolongando la vida de los animales (Raake y cols., 2008). Por otro lado, la
inhibicién especifica de la GRK2 a nivel de la gldndula suprarrenal tiene como consecuencia
una mejora de la funcion cardiaca tras el infarto de miocardio por inhibir la secrecion de
catecolaminas circulantes, reduciéndose asi el efecto cardiotéxico que puede tener una
hiperestimulacion catecolaminérgica cronificada (Lymperopoulos y cols., 2007).

Por altimo, se ha visto que la actividad de la GRK2 en muestras de corazoén insuficiente
aumenta conforme avanza la gravedad de la enfermedad en estadios leves o iniciales de la
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enfermedad (clases I-II de la NHYA), pero baja hasta niveles controles en estadios més
graves o avanzados (clases III-IV de la NHYA) (Leineweber y cols., 2005). De forma
general, todos estos experimentos sugieren que quizds la inhibicidn selectiva de esta cinasa
en un determinado tejido podria considerarse una estrategia terapéutica contra la
enfermedad, sugiriendo ademds la importancia de la GRK2 en el desarrollo y progreso de la
IC.

En cuanto a la GRKS algunos estudios han encontrado una sobreexpresion en corazones de
animales insuficientes, sobre todo en fases terminales, cuando los niveles de GRK2 bajan
(Ping y cols., 1997; Vinge y cols., 2001), pero su implicacidn parece ser algo diferente. Esta
cinasa juega un papel importante en la activacion de la sefial independiente de proteina G
para el AR-B1, o lo que es lo mismo, facilita la activacidén de ERK promoviendo un efecto
anti-apoptotico y por lo tanto cardioprotector (Noma y cols., 2007). Ademads, estudios
genéticos han sugerido que esta cinasa podria modificar la respuesta frente a la terapia con
B-bloqueantes tradicionales en la IC (Dorn y cols., 2009). En animales transgénicos que
sobreexpresan esta cinasa se ha visto un deterioro de las respuestas de los AR-P1 y -ous
(Rockman y cols., 1996), pero su papel regulador en condiciones fisioldgicas normales e
incluso en la IC no esté del todo claro.

S1 hablamos de la GRK3, parece que esta cinasa no se ha encontrado alterada ni en modelos
animales n1 en modelos humanos de IC (Unguerer y cols., 1994; Brodde y cols., 2006)

Por lo que respecta a la influencia que los polimorfismos genéticos puedan tener en la IC,
de momento no se ha encontrado ningn polimorfismo para la GRK2, sin embargo, se han
encontrado 4 variantes para la GRKS, y una de ellas, la variante Leu4l, confiere a los
pacientes un cierto cardcter cardioprotector frente a la excesiva estimulacion adrenérgica del
corazon durante la IC (Liggett y cols., 2008)

4.4. Cambios en el corazon trasplantado

Pocos estudios hablan de la relacién entre los AR y las GRK en el corazon trasplantado. El
corazOn trasplantado es un corazdon que se encuentra inicialmente denervado, algo que
conlleva una pérdida de los mecanismos de recaptaciéon neuronal y por lo tanto supone una
supersensibilidad a las catecolaminas que se evidencia tras la administracion exdgena de
agonistas P-adrenérgicos (Yusuf y cols., 1987; Gilbert y cols., 1989). Se sabe que la
denervacion inicial de un corazon trasplantado podria inducir una mayor sensibilizacidon de
los AR-B, aunque no estd del todo claro, si que parece que tanto el nimero como la
funcionalidad de los AR se normalizan, y este hecho podria estar relacionado con la re-
mervacion (Brodde y cols., 1991; Brodde, 1994). Aunque se ha visto que con el tiempo post-
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trasplante la densidad global de los AR-P no varia, por lo que respecta a la densidad de los
diferentes subtipos parece que se produce una redistribucidn, caracterizada por una
disminucién del subtipo P1 acompaiiada de un incremento del B2 (Brodde y cols., 1991;
Steinfath y cols., 1992b; Farrukh y cols., 1993). Esta disminucién a largo plazo de la
densidad del subtipo Bz en el corazon trasplantado podria deberse al tratamiento cronico con
Ciclosporina A al que estos pacientes son sometidos (Brodde y cols., 1995). Por otra parte
los cambios en los AR también se han relacionado con el fallo agudo del injerto,
observandose una pérdida de densidad de los AR-B y de la actividad AC en corazones con
un rechazo severo (Chester y cols., 1995; Szabo y cols., 2002). Por lo que respecta a los AR-
a1, (inicamente se ha observado que en pacientes trasplantados se produce una reduccién en
la sensibilidad ante el estimulo con agonistas oa-adrenérgicos (Borow y cols., 1989). Nada se
sabe hasta el momento sobre las GRK en el corazon trasplantado, si bien si que se ha
descrito un deterioro en la actividad de la AC (Denniss y cols., 1989; Reithmann y cols.,
1996) probablemente debido a la actividad desensibilizadora de estas cinasas.
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5.- TRATAMIENTO DE ELECCION EN LA
INSUFICIENCIA CARDIACA

Como farmacologos, no debemos de obviar la importancia del tratamiento farmacoldgico ni
dejar de comentar el arsenal terapéutico de que disponemos para poder tratar la IC. El
término tratamiento hace referencia a la forma o los medios que se utilizan para llegar a la
esencia de algo, bien porque ésta no se conozca o porque se encuentra alterada por otros
elementos. De forma que, en el contexto de salud el tratamiento es el conjunto de medios de
cualquier clase cuya finalidad es la curacion o el alivio de las enfermedades o sintomas. Por
otro lado, a nivel cientifico, la utilizacion de diferentes principios activos o medicamentos
nos puede ayudar a la mejor comprension de las diferentes vias de sefializacion a nivel
celular. Con ello, en este apartado, abordaremos como los diferentes tratamientos de eleccion
administrados frente a la IC pueden repercutir en la expresion de los AR y GRK.

Los objetivos del tratamiento en pacientes con IC establecida son aliviar los sintomas y
signos (p. eJ., edema), evitar el ingreso en el hospital y mejorar la supervivencia. Aunque
anteriormente 1os ensayos clinicos se centraban en la mortalidad, actualmente se reconoce
que prevenir la hospitalizacion por IC es importante para los pacientes y para los sistemas de
atencion sanitaria  (McMurray, 2012)

Debido a que los signos y sintomas son variados (dependiendo de la afectacion orgédnica) y a
que existen diferentes grados de insuficiencia, el tratamiento debe realizarse de forma
individualizada, teniendo en cuenta tanto la propia IC como las posibles enfermedades
subyacentes y las caracteristicas de cada paciente. De hecho, nuevos estudios muestran como
terapias convencionales en IC con fraccion de eyeccion reducida no son efectivas frente IC
con fraccion de eyeccidn preservada, necesitando asi diferentes estrategias terapéuticas
(Konstantinou, 2013).

El tratamiento frente a la IC incluye una serie de medidas tanto farmacologicas como
generales. Dentro de las medidas generales o no farmacologicas a nivel de IC se debe
aconsejar a los pacientes sobre la importancia de mantenerse en un peso adecuado (dieta
hipocaldrica), evitar la ingesta excesiva de sal y el consumo de alcohol, realizar ejercicio de
forma regular (depende del grado de IC, ya que en algunos casos se aconseja reposo) y
abandonar el habito de fumar. A nivel farmacologico existen distintos tipos de
medicamentos, solos 0 asociados, que se orientan preferentemente hacia una reduccion de la
pre y postcarga cardiaca o a una mejora de la contractilidad del ventriculo izquierdo. La
eleccidn de tratamiento se determina primeramente segn la gravedad de la IC, aunque
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también hay que tener en cuenta si existe enfermedad subyacente o intolerancia o
contraindicacién a algtn tipo de farmaco.

Diferentes son los tipos de tratamientos utilizados segiin el tipo de IC que sufre el paciente,
por ello, hemos visto preciso organizar y explicar cada uno de los medicamentos que
componen tal arsenal terapéutico frente a la IC. Segln el tipo de dolencia cardiaca que
padezca el paciente se instaurard un tratamiento u otro, variando seglin nos enfrentemos a
una IC aguda (ICA) o Cronica (ICC).

En el caso de la ICA se trata de un término utilizado para describir el rapido inicio o cambio
de los sintomas y signos de la IC. Es una enfermedad de riesgo vital que requiere atencion
médica inmediata y suele conllevar hospitalizacién urgente, a menudo en una Unidad de
Cuidados Intensivos cardiovasculares. En la mayoria de los casos, la ICA surge como
consecuencia del deterioro en pacientes con ICC ya diagnosticada, pero en algunos casos
también se da como primera presentacion de la IC (ICA de novo). En la ICA el grado de
gravedad puede ser diverso, y muchos pacientes describen un periodo de deterioro (p. €j.,
disnea en aumento o edema) de dfas o incluso semanas, y otros sufren IC en cuestion de
horas a minutos (p. ej., en asociacién con un infarto agudo de miocardio). Los objetivos del
tratamiento deben perseguir la estabilizacion clinica y mejorar el pronostico vital. El manejo
terapéutico comprende la monitorizacion de los pardmetros bioldgicos y la adopcidon de las
terapias farmacologicas o invasivas, ajustadas al perfil clinico individualizado (McMurray,
2012).

A nivel de ICA, el tratamiento va encaminado a mejorar los sintomas y la situacion
hemodindmica, las cuales se dividen en medidas generales como son posturales (cama
incorporada a 45), dietéticas (restriccion de sodio y agua, contenido calorico adecuado...) y
monitorizaciéon del paciente (controlar constantes vitales, oxigenacion de tejdos...) y
medidas farmacologicas que se dividen en tratamiento de primera o segunda linea.

El tratamiento de primera linea incluye diuréticos en caso de sobrecarga de volumen y
vasodilatadores cuando existe congestion pulmonar y/o crisis de hipertension arterial. La
situacion clinica del paciente determinard la via de administracion. Es frecuente el uso de
sulfato de morfina en situaciones de malestar fisico y/o psicologico asociado a dificultad
respiratoria aliviando asi los sintomas de congestion pulmonar.

El tratamiento de segunda linea se realiza cuando existe un fracaso terapéutico con el de
primera linea o en situaciones de extrema gravedad, como el shock cardiogénico. Este
comprende los farmacos inotropicos y vasopresores. Por norma general estos deben de ser
administrados en una unidad coronaria y monitorizados con métodos 1nvasivos.
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En lo que respecta el tratamiento etioldégico o causal, es vital detectar y tratar las causas y los
factores precipitantes (Farré y cols., 2009).

Los objetivos del tratamiento en la ICC son prolongar la supervivencia y mejorar la
capacidad funcional y la calidad de vida. La estrategia secuencial de tratamiento incluye la
1dentificacion de los factores causales y agravantes o precipitantes del sindrome, medidas
orientadas a modificar el estilo de wvida, tratamiento con fidrmacos y terapias
intervencionistas. Todos los pacientes deben recibir tratamiento con farmacos que mejoran la
expectativa de vida (IECA y ARA), mientras que el tratamiento orientado a mejorar los
sintomas (diuréticos, 1vabradina, hidralazina/nitratos, digoxina) debe estratificarse de
acuerdo con la clase funcional. En el caso de la ICC se requieren una serie de medidas en la
alimentacion y en el estilo de vida asi como el tratamiento farmacolégico de eleccion seglin
la etiologia de la cardiopatia (Pabon y cols., 2013).

Aun habiendo diferentes posibilidades segtin el tipo de IC a tratar, cabe destacar tres grupos
farmacologicos que resultan imprescindibles ya que han demostrado en diferentes ensayos
clinicos una reduccion de la mortalidad y de las hospitalizaciones: inhibidores de la enzima
conversora de la angiotensina (IECA), P-bloqueantes y antagonistas de la aldosterona
(ARA). Estos farmacos se suelen asociar a diuréticos para aliviar los sintomas y signos de
congestion (McMurray, 2012; Yancy, 2013). Estos han demostrado disminuir la mortalidad a
largo plazo en pacientes con ICC, asi como también en ICA donde su indicacion se lleva a
cabo tras estabilizacion clinica y hemodindmica del paciente.

En la presente tesis, dentro de los principales farmacos utilizados frente la IC, serdn el
captopril (IECA) y el carvedilol (B-bloqueante) los que centrardn nuestra atencion,
realizdndose estudios sobre pacientes con IC, asi como ensayos 1z vivo, ex vivo e in vitro en
animales y lineas celulares respectivamente. Por ello, se hace preciso explicar més
ampliamente alguna de sus principales particularidades.

5.1 Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA)

Estos farmacos previenen la conversion de Angiotensina I, un octapéptido inactivo a
Angiotensina II, la cual es un potente vasoconstrictor y estimulador de la Aldosterona. En
adicion los IECA previenen la degradacion de bradiquininas (sustancias vasodilatadoras) por
inhibicién de la quininasa II. Los niveles de bradiquinina son incrementados, conduciendo a
la sintesis de varias prostaglandinas (las cuales también acttian como vasodilatadoras). Por lo
tanto, los IECA tienen una accidon combinada disminuyendo la generacion de Angiotensina II
e incrementando los niveles de bradiquinina y varias prostaglandinas (PGI-2, PGE-2).
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La introduccidn en la clinica diaria de los IECA a lo largo de la década de los ochenta ha
sido uno de los avances terapéuticos méas significativos en la lucha contra la HTA y en el
tratamiento de la IC. Los IECA prolongan la supervivencia, optimizan la capacidad funcional
y la capacidad de ejercicio, mejoran los sintomas y reducen los ingresos hospitalarios, un
beneficio que se extiende a los pacientes con IC sintomatica, disfuncion ventricular 1zquierda
asintomatica y disfuncion ventricular postinfarto agudo de miocardio (Paboén y cols., 2013).
La vasodilatacion inducida por los IECA no se acompafia de taquicardia refleja ni de
activacion del sistema nervioso simpético. También se produce un aumento de la diuresis,
secundaria a una mayor natriuresis asi como a la reduccion de los niveles de aldosterona, al
mejor flujo renal, la inhibicién del tono simpatico y probablemente a una accién tubular
directa (Gonzélez y cols., 2000).

Los IECA se clasifican en tres grandes grupos:

1. Contienen un grupo sulthidrilo: Captopril, Zofenopril, Atiopril, Alacepril, Fentiapril,
Rentiapril, etc.

2. Contienen un grupo carboxilo: Ramipril, Enalapril, Benazepril, Lisinopril, Quinapril,
Cilazapril, Perindopril, etc.

3. Contienen un grupo fosfonilo: Fosinopril y Ceranapril (Gonzdlez y cols., 2000).

Al menos cinco mecanismos diferentes pueden justificar el beneficio terapéutico de este
grupo:

1. Inhibicion del Sistema Renina-Angiotensina circulante.

2. Inhibicion del Sistema Renina-Angiotensina tisular y vascular.

3. Disminucio6n de la liberacidon de NA desde las terminaciones nerviosas.

4. Aumento de la formacion de bradikininas y prostaglandinas de accidn vasodilatadora.

5. Menor retencidn de sodio por la disminucién de los niveles de aldosterona y/o incremento
de la fraccion de filtracion glomerular (Gonzalez y cols., 2000).

Indicaciones. Pacientes con disfuncién ventricular izquierda (sintomdtica o no sintomdtica) y
fraccion de eyeccion igual o inferior al 40%. En pacientes con IC sintomadtica, la
combinacion de IECA y PB-bloqueantes debe iniciarse cuanto antes, debido a la eficacia
aditiva de estas terapias (Pabon y cols., 2013).

Por altimo, pueden darse interacciones medicamentosas y dietéticas con suplementos de
potasio, diuréticos ahorradores de potasio (amiloride, inhibidores de los mineralocorticoides
y sustitutos de la sal con alto contenido en potasio, antiinflamatorios no esteroideos y

trimetroprim-sulfametoxazol) (Pabon y cols., 2013).
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5.2 Betabloqueantes

A través del bloqueo sobre los receptores beta adrenérgicos impiden la union de la
catecolaminas. Realizan un antagonismo competitivo y reversible sobre los AR-p.

La trascendencia de la estimulacidén neurohumoral, y por tanto del Sistema Nervioso
Simpadtico, hizo pensar en la posibilidad de que los agentes P-bloqueantes, a pesar de su
efecto 1notropo negativo, pudieran ser atiles en el tratamiento de la IC. La necrosis y
disfuncién de los cardiomiocitos parecen estar mds relacionadas con la concentracion de
catecolaminas en el intersticio miocardico que a nivel plasmatico. El tratamiento de la IC
con P-bloqueantes se inicid hace més de 20 anos y en los grandes estudios de intervencién
postinfarto se comprobd que la reduccién de la mortalidad con PB-bloqueantes fue
fundamentalmente a expensas de los pacientes con mayor deterioro de la funcion cardiaca.
Los mecanismos de la accidn beneficiosa de los B-bloqueantes podrian estar relacionado con
alguno de los siguientes efectos:

1. Protegen frente al efecto cardiotdoxico de las catecolaminas, determinante para la
progresion de la enfermedad.

2. Incrementan la densidad de los Pi-receptores, con mejor respuesta hemodindmica tanto a
las catecolaminas circulantes como a los agentes PB-estimulantes como dopamina o
dobutamina.

3. Contrarrestan la activacion neurohormonal ya que el bloqueo de los AR-Pi inhibe la
liberacidn de renina por las células yuxtaglo-merulares y el de los AR-B2 presindpticos la
liberacion de NA.

4. Disminuyen la necesidad de oxigeno por el miocardio, que junto a su efecto
bradicardizante le confieren accidn antiisquémica, a la que se le afiade efecto antiarritmico y
antithipertensivo.

5. Mejoran la relajacion diastolica, por su efecto bradicardizante y el beneficio sobre la
cinética y la utilizacion del calcio.

En la IC, la reduccion de la frecuencia cardiaca por B-bloqueantes mejora el llenado y el
rendimiento ventriculares con traduccion clinica de mejora tanto de la funcion sistolica como
de la diastolica. En comparacion con digoxina e IECA, los B-bloqueantes inducen un mayor
incremento de la fraccidon de eyeccidn. Para alcanzar este efecto biologico celular, el
ventriculo claudicante tiene que tolerar la retirada del soporte que supone la mayor actividad
simpdtica. El incremento de la fraccidn de eyeccion parece relacionado con la dosis siendo
los pacientes con miocardiopatia dilatada de origen no isquémico los que en principio
parecen beneficiarse mas del tratamiento con B-blogueantes.

La estimulacion adrenérgica aumenta la liberacion de dcidos grasos libres propiciando su
utilizacidon por parte del miocardio con menor eficacia metabolica. Los B-bloqueantes
mejoran el metabolismo energético del miocito mediante una utilizacion mas eficiente de los
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hidratos de carbono, sustrato de glucosa y piruvato, y menor de los dcidos grasos libres. La
relacion entre creatinfosfato y ATP mejora con el tratamiento croénico con P-bloqueantes
(Gonzélez y cols., 2000)

A nivel celular se sabe que el tratamiento con P-bloqueantes, de primera o segunda
generacion (como metoprolol o bisoprolol, selectivos 1), provoca un aumento de densidad,
probablemente del AR-B1, para llegar a niveles incluso superiores a los controles, excepto en
el estadio final (Clase IV de la NHYA) donde no es capaz de revertir la pérdida masiva de
AR, coincidiendo con un aumento muy marcado de los niveles de NA plasmética (Brodde,
1990; Gilbert y cols., 1996; Leineweber y cols., 2005). Se sugiere la posibilidad de combinar
una terapia con blogueantes selectivos de los AR-B1 (para evitar los efectos pro-apoptoticos
debidos de la sobreestimulacion de este subtipo), junto con agonistas selectivos Pz (para
estimular los efectos cardioprotectores relacionados con la proteina Gi), ademds de poner de
relieve la importancia de ambos receptores en la IC (Xiao y cols., 2006).

El tratamiento a largo plazo con B-bloqueantes hace que disminuya la actividad de GRK?2 de
forma significativa en aquellos pacientes en los que la actividad estaba elevada, es decir
excepto en aquellos que se encontraban en estadios muy avanzados de la enfermedad,
contribuyendo al efecto beneficioso de estos farmacos en el tratamiento de la IC
(Leineweber y cols., 2005).

Indicaciones: tratamiento inicial estdndar de la IC por disfuncion sistélica en cualquier clase
funcional, incluida la disfuncion ventricular asintomdtica, mientras que no existan
contraindicaciones o intolerancia. Evita la progresion del proceso derivada de la estimulacion
neurohumoral cronica, con bases racionales de mejorar la mortalidad (Pabén y cols., 2013)

o CARVEDILOL

El carvedilol es un antagonista adrenérgico con propiedades bloqueantes sobre los receptores
adrenérgicos B y o1, que demostrd beneficio clinico significativo en el manejo de los
pacientes con IC. Cuando se lo compara con otros B-bloqueantes, posee también propiedades
secundarias tnicas que pueden contribuir a la mejora de los resultados positivos propios de
la acci6n bloqueante.

Entre las diferentes acciones farmacologicas complementarias, ademas de su actividad B-
bloqueante, se encuentran, la antioxidante, antinflamatorio y antiarritmico, todas ellas,
actividades demostradas en modelos experimentales y ensayos clinicos (Beattie y cols.,
2013)

Al tratarse de un B-bloqueantes no selectivo, inhibe la actividad inotropica y cronotropica
mniciada por los AR-P1 y P2 situados en corazon y con ello disminuye la demanda de
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oxigeno por el miocardio. En adicidn, aparece disminucion de sobrecarga del VI a través de
la vasodilatacion periférica debida a las propiedades bloqueantes sobre los AR-ou. Ambas
acciones desencadenan una reduccion del estrés cardiaco y con ello una disminucién en la
posibilidad de hipertrofia o isquemia (Kopecky, 20006).

Tras infarto agudo de miocardio surgen diferentes mecanismos inflamatorios y oxidativos
que contribuyen al incremento en la demanda de oxigeno y estrés del miocardio, facilitando
el remodelado ventricular y/o la 1squemia (Reiter y cols., 1998; Dambrink y cols., 1994).
Gracias a su actividad antioxidante que llega a ser 10 veces mayor que la vitamina E, el
carvedilol favorece a la neutralizacion de los radicales libres de oxigeno protegiendo asi a las
células, limitando la apoptosis de cardiomiocitos y con ello reduciendo la isquemia
miocdrdica (Feuerstein y cols., 1997; Khandoudi y cols., 1998). Por otro lado, carvedilol
muestra inhibicidn de la infiltracidén de neutréfilos tras infarto agudo de miocardio. Estas
células inflamatorias liberan quimiocinas y enzimas proteoliticas asi como radicales libres
que incrementan la extension del dafo en la isquemia miocdrdica. (Feuerstein y cols., 1997)

En un pequeio estudio entre carvedilol y propranolol, en 60 pacientes con hipertension
tratados durante 6 meses, se observod una disminucidn significativa de la proteina C-reactiva
en aquellos pacientes tratados con carvedilol comparado con el propanolol (Yasunari y cols.,
2004).

A nivel celular se ha demostrado un perfil “hiased” del carvedilol al estabilizar una
conformacion del AR-B2 que, aunque desacoplada de la proteina Gs, es capaz de estimular la
sefializacion mediada por B-arrestina (Wisler y cols. 2007; Rajagopal y cols., 2010;
Tzingounis y cols. 2010). Se desconoce s1 su accidn cardioprotectora estd relacionada con
su actividad como agonista “brased”  (Patel y cols. 2010) sobre esta doble via de
sefializacion caracteristica del AR-B2. A su vez, es interesante sefialar que el carvedilol posee
més afinidad por los subtipos aus y aip que por el aaa (Koshimizu y col. 2004) y es capaz
de aumentar la sefalizacion mediada por AR-ou en IC humana (van Tassell y col, 2008),
pero no se han analizado hasta ahora las implicaciones de esta observaciones ni si de ellas
depende la actividad cardioprotectora de carvedilol.

Sabemos que el carvedilol, gracias a su perfil “brased” , sefializa a través de la activacion
de ERK1/2 independiente de proteina G (Wisler y col., 2007) pero no se conoce la
localizaci6n citosolica o nuclear de la ERK1/2 asi activada ni sus consecuencias funcionales.
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Existen numerosos estudios clinicos sobre el carvedilol y la comparacion de este con otros -
bloquenates que demostraron sus beneficios en la IC:

- En el estudio COPERNICUS de pacientes con insuficiencia cardiaca grave, los
pacientes que recibieron carvedilol tuvieron, en comparacion con placebo, 35% de
reduccion del riesgo de muerte luego de un seguimiento promedio de 10.4 meses,
24% de disminucion del indice combinado de causas globales de mortalidad por
hospitalizacion y 27% de reduccion del indice combinado de muerte cardiovascular
durante la hospitalizacion.

- El ensayo CAPRICORN en pacientes con disfuncion ventricular izquierda luego de
infarto de miocardio sugieren que el carvedilol a largo plazo, es de eleccidn para los
pacientes en fase post aguda del infarto de miocardio y con disfuncién ventricular
1zquierda.

- Los resultados del ensayo clinico CAFE sugieren que la adicidon de carvedilol a la
terapia con digoxina en los pacientes con insuficiencia cardiaca y fibrilacion
auricular, potencia el control de la frecuencia cardiaca y mejora la funcion
ventricular y el estado clinico.

- Un metaandlisis de 6 estudios con P-bloqueantes demostrd beneficios en el
pronostico de los pacientes diabéticos con IC tratados con terapia B-bloqueantes, si
bien la magnitud de ese efecto no es tan notoria como en los pacientes sin diabetes.
El estudio COMET encontrd6 que el carvedilol, debido a sus propiedades
vasodilatadoras, se asocid con un riesgo 22% menor que el metoprolol para el
desarrollo de complicaciones relacionadas con la aparicion de diabetes que
incluyeron hiperglucemia, coma diabético y gangrena periférica (Stroe y cols., 2004).

- El uso del carvedilol se ha asociado con efectos beneficiosos o neutros sobre los
niveles lipidicos en sangre y la sensibilidad a la insulina. El estudio Glycemic Effect
in Diabetes Mellitus: Carvedilol-Metoprolol Comparison 1in Hypertensives study
(GEMINI), compard el carvedilol con el metoprolol en 1200 pacientes diabéticos e
hipertensos. En este estudio se mostrd como la resistencia a la insulina fue reducida
por carvedilol (9,1%, p=0,004), no siendo asi en el caso del metoprolol. El
metoprolol aument6 los niveles de triglicéridos en un 13% (p=0,001) mientras que el
carvedilol no mostrd6 cambios significativos. Ademds, existid disminucidn
significativa en el colesterol total en pacientes tratados con carvedilol, no existiendo
cambios en aquellos que recibieron metoprolol (Bakris y cols., 2004).
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6.- HIPERTENSION ARTERIAL

La HTA se encuentra catalogada como uno de las principales causas de riesgo
cardiovascular, por ello, en el presente apartado desarrollaremos de forma mas amplia su
fisiopatologia y como en muchos casos llega a desencadenar IC.

La sangre impulsada por el corazon fluye al sistema arterial, sometida a una presion
denominada presion arterial la cual posee dos componentes: la presion arterial sistolica
(PAS), que viene determinada por el impulso cardiaco generado por las contracciones del
ventriculo 1zquierdo; y la presion arterial diastélica (PAD), que depende de las resistencias
que oponen las arterias al paso de la sangre. En suma, la presion arterial depende
fundamentalmente de dos variables: el GC y las resistencias periféricas. Las resistencias
periféricas se trata de la suma de las resistencias vasculares al flujo de sangre y que depende,
sobre todo, del didmetro interior del vaso, y por lo tanto de los fendmenos de
vasoconstriccion/relajacion, o lo que es lo mismo, del tono basal regulado entre muchos
otros factores por el sistema adrenérgico (Botey & Revert, 1996). El correcto equilibrio entre
estas fuerzas responsables de la regulacion de la presion arterial hard posible que estas cifras
se mantengan en los niveles adecuados para el buen funcionamiento del organismo. Un
desequilibro de alguno o varios de estos mecanismos provocaria niveles inadecuados que,
mantenidos en el tiempo, conducirian a un estado patoldgico, la HTA.

Importante es que la presion arterial se mantenga a un nivel adecuado capaz de permitir el
buen funcionamiento cerebral, una correcta presion de perfusidon renal y una perfusion
suficiente de las arterias coronarias, todos ellos procesos fundamentales para la
supervivencia del individuo.

6.1 Definicidn y etiologia

La HTA podria definirse como la elevacion cronica y anormal de los niveles de PAS y/o
PAD, sin embargo, desde un punto de vista epidemioldgico, estos niveles de presion arterial
que definen la enfermedad no estdn del todo establecidos. Esta enfermedad cardiovascular,
tiene un origen multigénico que se caracteriza por la disfuncidon de los mecanismos
vasculares, cardiogénicos, renales, neurogénicos y endocrinos, encargados de regular la
presion arterial (Kaplan, 2005).
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Entre los maltiples sistemas de control, cuatro son los que desempeflan un papel
fundamental en el mantenimiento de la presion arterial entre unos limites adecuados:

- los barorreceptores arteriales,

- el metabolismo hidrosalino,

- el sistema reninaangiotensina

- la autorregulacion vascular (Botey & Revert, 1996).

Los niveles absolutos de presion arterial varian con muchos factores, con la edad, ya que el
rifidn pierde su capacidad para eliminar correctamente la sal; con el sexo, en las mujeres
aumenta la prevalencia con la menopausia (Hunt y cols., 1986); con la raza, las personas de
raza negra desarrollan un mecanismo muy eficiente de retener sal, existiendo una mayor
prevalencia de HTA en este grupo (Chiam y cols., 2002; Zhu y cols., 2003); con el ejercicio
fisico o psiquico y la carga emocional, el estrés provoca una estimulacion del sistema
nervioso simpadtico (Light y cols., 1983; Siegrist y cols., 1992); con la alimentacién, debido
al consumo de sal (Oparil y cols., 1988) o proteinas, alcohol, cafeina y tabaco, asi como la
ingesta de algunos iones, como K, Ca™ y Mg™, o por enfermedades como la obesidad, todos

estos factores contribuyen al aumento de las cifras de presion arterial y/o al mantenimiento
de la HTA.

La causa exacta que conduce a la elevacion de las cifras de presion arterial se desconoce en
la mayoria de los casos. Se conocen dos tipos de HTA segtin el origen de esta:

a) La HTA esencial es la que presenta una patogenia mas complicada. En la mayoria de

los pacientes con este tipo de HT se ha visto una tendencia hereditaria, y por lo tanto un
componente genético importante (Hunt y cols., 1986; Williams y cols., 1992). Sin duda
la dificultad fundamental para descubrir los mecanismos responsables de la hipertension
en estos pacientes se atribuye a la variedad de sistemas implicados en la regulacion de la
presion arterial (adrenérgico, periféricos o centrales, renales, hormonales y vasculares) y
a la complejidad de las interacciones entre estos sistemas (Williams, 2003). De entre las
posibles causas de la HTA esencial, se ha descrito un incremento en la actividad o en la
respuesta del sistema nervioso simpdtico y de las hormonas vasoconstrictoras
(Goldstein, 1983; de Champlain, 1990; Wilson, 1991). El sistema nervioso adrenérgico,
provocaria aumentos intermitentes de la presion arterial debidos a incrementos del GC
por aumento de la contractilidad miocardica y de la frecuencia cardiaca por un lado, y
por otro modificaciones estructurales de la pared arteriolar que aumentarian las
resistencias vasculares, tanto renales como sistémicas, favoreciendo la progresion y
mantenimiento de la enfermedad. Esta sobreactividad simpdtica podria ser el estimulo
micial para que se produjera un aumento de la presion arterial, lo que conduciria a
alteraciones en los vasos de resistencia suficientes para mantener la presion elevada
(Folkow, 1982).
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b) HTA secundaria. Esta se produce por una alteracion especifica de un 6érgano que es

responsable de la regulacidon de la presion arterial. La prevalencia de la hipertension
secundaria es de entre 1-15% de todos los pacientes hipertensos (Botey & Revert,
1996). La hipertension secundaria puede tener varias etiologias (Guyton & Hall, 1996;
Williams, 2003), las causas més frecuentes son:

- HTA por disfunciones renales que tienen como consecuencia una alteracion del
control de Na' y liquidos en el rifidon dando lugar a una expansion de volumen, o bien
es debida a una alteracidon en la secrecion renal de sustancias vasoactivas, que da
lugar a una alteracion local o general del tono arteriolar. También puede ser debida a
enfermedades del parénquima, a la retencion primaria de Na', a problemas
vasculorrenales como la constriccién de la arteria renal en la HTA de Goldblatt, a
tumores secretores de renina, o a la apariciéon de zonas isquémicas o enfermas en los
rifiones, que dan lugar a una disminucioén del flujo o a una disminucidn del filtrado
glomerular.

- HTA por distunciones endocrinas como la hiperfuncién corticoadrenal, el sindrome
de Cushing, el hiperaldosteronismo, la hiperplasia suprarrenal, el feocromocitoma, y
otros tumores afines, la acromegalia, y otras alteraciones. En este bloque se encuentra
la HTA juvenil como consecuencia de una biosintesis, metabolismo o accion
genéticamente alterados de las hormonas esteroidicas.

- HTA iatrogénica, por causas exogenas como el consumo de medicamentos que
contengan anticonceptivos orales, glucocorticoides, mineralcorticoides, antidepresivos
triciclicos, farmacos simpaticomiméticos, ciclosporina, inhibidores de la
monoaminooxidasa, e incluso alimentos con tiramina.

- HTA por causas neurogenas por estimulacion del sistema nervioso simpético o por
seccidn de los nervios barorreceptores, también se incluye el sindrome diencefalico,
la disautonomia familiar, la polineuritis (porfiria, saturnismo) y la hipertension
Intracraneal, diversas causas de origen psicdgeno, encefalitis, tumores cerebrales y
otras disfunciones del sistema nervioso.

- Otras causas son la HTA por coartacion de la aorta que da lugar a HTA en la parte
superior del cuerpo, o la HTA inducida en el embarazo por engrosamiento de las
membranas glomerulares, pero también puede darse HTA por causas diversas tales
como grandes quemados, abuso del alcohol y otras intoxicaciones.

Del total de enfermos con HTA, casi el 30% sufre complicaciones como la aterosclerosis y
mas del 50% mostrard lesiones de los drganos relacionados con la hipertension. En vista de
las consecuencias parece que cualquier tipo de HTA, por leve que sea, si no se trata
correctamente, se convierte en una enfermedad progresiva y letal, de hecho la mayor parte de
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muertes debidas a hipertension son consecuencia de infartos de miocardio o IC congestiva
(Williams, 2003).

Todos los estudios coinciden en que tanto la PAS como la PAD aumenta de forma
progresiva con la edad en ambos sexos. En el paso de edades jovenes hacia edades mas
adultas (25-65 afios) la incidencia de la HTA aumenta un 5% cada 10 afios, tanto en hombre
como en mujeres de raza blanca, siendo el doble en personas de raza negra, estabilizandose a
partir de los 65 afios (probablemente por el aumento de la mortalidad de este grupo de
pacientes). Se han observado porcentajes similares para hombres y mujeres, excepto para
mujeres adultas a partir de los 50 afos en las que la prevalencia es superior, coincidiendo
con la aparicion de la menopausia (Botey & Revert, 1996; Kaplan, 2005).

6.2 Clasificacién

Desde un punto de vista clinico, la HTA deberia definirse como aquellos niveles de presion
arterial a partir de los cuales la instauracion de un tratamiento produce beneficio y reduce el
riesgo, es decir, reduce la morbimortalidad relacionada (Evans & Rose, 1971). La relacion
mversa entre el riesgo cardiovascular y los niveles de presion arterial hace que tanto la
definicién como la clasificacion de la HTA se realice asignando unos niveles de corte
arbitrarios, en funcion de la evaluacion del riesgo, que a su vez simplifica los abordajes
diagnosticos y terapéuticos de la préactica diaria (Mancia y cols., 2007).

La clasificacion mds reciente propuesta por el “Grupo de trabajo para el manejo de la
HTA” (Sociedad Europea de Hipertension y Sociedad Europea de Cardiologia) en su guia
publicada en 2013, clasifica

los niveles de PA en 7 o o o Tabla2
niveles diferentes, 4 de Definiciones y clasificacion de las cifras de presion arterial

o en consulta (mmHg)
ellos definidos como HTA,

. . Categoria Sistélica Diastdlica
segln los valores medios de ,
. Optima <120 <80
PAS y PAD determinados
. Normal 120-129 80-84
para un paciente en un
L. . Normal alta 130-139 85-89
minimo de tres medidas
separadas entre ellas por al HTAgraco 1 140-159 90-99
MENOS una semana HTA grado 2 160-179 100-109
debiendo cumplir uno de HTAgrado 3 2180 2100
los dos valores o ambos HTA sistélica aislada =140 <90

para ser encuadrado en una HTA: Hipertensidn arterial sistélica
categoria u otra (Tabla 2).
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Para el correcto diagnostico y clasificacion de un paciente en una categoria determinada de
HTA, es importante tener en cuenta ciertas recomendaciones a seguir para la medida de los
valores de presion arterial. Esta se caracteriza por variaciones espontdneas importantes
durante el dia, asi como entre dias, meses y estaciones (Mancia y cols., 1983; Sega y cols.,
1998; Modest1 y cols., 2006), por lo que se deben realizar varias determinaciones durante un
periodo largo de tiempo, sobre todo cuando la presion arterial tan solo se encuentre
ligeramente elevada, incluso de varios meses, para definir asi la “habitual” del paciente de
una forma lo més exacta posible, mientras que en pacientes con valores muy pronunciados,
datos de lesion orgdnica relacionada o un elevado riesgo cardiovascular los periodos pueden
ser més breves (Mancia y cols., 2007).

La presion arterial puede ser medida en el consultorio (PA clinica), en el domicilio por el
propio paciente (PA domiciliaria), o de forma automdtica durante 24h (PA ambulatoria), esta
Gltima mds exacta y mejor correlacionada con lesiones orgdnicas y con el riesgo
cardiovascular, siempre siguiendo las recomendaciones especificas de la Sociedad Europea
de Hipertension (O Brien y cols., 2003). Los umbrales de presion arterial establecidos para
definir la HTA seran diferentes segtn el momento del dia o el método de medida usado, de
hecho, los valores de presion arterial ambulatoria y domiciliaria suelen ser inferiores a los
del consultorio, tal y como se muestra en la Tabla 3 (Mancia y cols., 2013)

o o o Tabla3

Definiciones de hiperpresion arterial segun los valores de la
presion arterial en consulta y fuera de consulta(mmHg)

Categoria PAS PAD
PAen consulta 2140 290
PA ambulatoria
Diurna =135 =85
Nocturna (durante descanso) 2120 =70
PAde 24 h =130 2 80
PA en domicilio =135 =85

HTA: Hipertension arterial sistélica; PA: Presién arteriol; PAS: Presidn arterial sistélica; PAD:
Presion arterial diastdlica. PA medidas en mmHG
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6.3 Hipertension y riesgo cardiovascular.

A nivel cardiovascular, concretamente en su organo central, el corazon, la hipertension
puede desarrollar lesiones tales como cardiomegalia o hipertrofia del ventriculo 1zquierdo
por la sobrecarga de trabajo que sufre este, algo que conduce al deterioro de ésta cdmara
produciéndose una dilatacién que acaba desembocando en una IC congestiva, mientras que
por otro lado el aumento de las necesidades de oxigeno debido a la hipertrofia miocardica
puede favorecer, junto a otros factores, la aparicion, de angina de pecho o infarto de
miocardio (Williams, 2003). En el caso de los vasos, estos también sufren el impacto de la
hipertension mediante cambios adaptativos (funcionales y estructurales) y cambios
patoldgicos. Se produce hipertrofia vascular en todas las capas del vaso, con el Gnico fin de
aumentar los limites de autorregulacion y mantener constante el flujo sanguineo a pesar de
que se produzcan cambios en la presion arterial, siendo en un principio, y siempre y cuando
se mantengan niveles elevados de presion arterial, un efecto beneficioso, ocurriendo los
mayores problemas en bajadas bruscas que pueden ocasionar problemas de insuficiencia
cerebral. A medida que agrava la enfermedad van apareciendo una serie de efectos
degenerativos de la vasculatura, unidos a la aparicion de placas de ateroma que acaban
produciendo problemas de trombosis, aneurismas, estenosis o incluso diseccion adrtica que
comprometen seriamente la vida del paciente (Botey & Revert, 1996).

En 1994, las Sociedades Europeas de Cardiologia (ESC), HTA (ESH) y Aterosclerosis
desarrollaron conjuntamente una serie de recomendaciones sobre la prevencidon de la
enfermedad coronaria en la practica clinica, poniendo especial énfasis en que la prevencidon
de la enfermedad coronaria debia de tener en cuenta la cuantificacion de riesgo
cardiovascular total. Este concepto se basa en que solo un pequefio porcentaje de la
poblacién hipertensa presenta Gnicamente presion arterial elevada, mientras que la gran
mayoria presenta factores de riesgo cardiovasculares adicionales. Ademads, cuando coexisten
la HTA y otros factores de riesgo cardiovascular pueden potenciarse mutuamente lo que
resulta un riesgo total mayor que la suma de sus componentes individuales. La estimacién
del riesgo cardiovascular total resulta sencilla en subgrupos de pacientes determinados, como
aquellos con antecedentes de enfermedad cardiovascular establecida, diabetes mellitus o con
factores de riesgo individuales muy elevados. En todas estas entidades, el riesgo
cardiovascular total es alto y requiere medidas intensivas de reduccidn del riesgo. Sin
embargo, un elevado nimero de pacientes con HTA no pertenecen a ninguna de las
categorias mencionadas y la identificacion de los pacientes con riesgo bajo, moderado, alto o
muy alto requiere el uso de modelos de estimacion del riesgo cardiovascular total, de manera
que se pueda ajustar la estrategia terapéutica en consonancia.
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La clasificacion de riesgo bajo, moderado, alto y muy alto se refiere al riesgo de muerte
cardiovascular en 10 afos, tal como aparece definido en la guia sobre prevencion publicada
por la ESC en 2012 (Tabla 4). Los factores en que se basa la estratificacion del riesgo se

resumen en la Tabla 5.

e o o Tabla 4
Estratificacion del riesgo cardiovascular total en categorias
PAS normal elevada HTA grado 1l PAS
130-139 0 PAD 85- "1'1’83?;‘; 'P:'ES 160-179 0 PAD100- | HTAgrado Il PAS
89 109 2180 0 PAD 2110
Sin otros Factores de riesgo Riesgo moderado Riesgo elevado
1-2 Factores de riesgo Riesgo moderado Riesgo moderado- Riesgo elevado
elevado
. Riesgo bajo- Riesgo moderado- | Riesgo moderado- .
=3 Factores de riesgo moderado elevado clevado Riesgo elevado
Lesion dafio organico,
enfermedad renal cronica Riesgo elevado Riesgo elevado
fase 3 o diabetes

Enfermedad cardiovascular,
Enfermedad renal crénica,
24 o diabetes con dafio
organico

Tabla extraida y modificada de la  “Guia practica clinica de la ESH/ESC 2013 para el manejo de la hipertension

o oo Tablab

Factores diferentes a la presion arterial utilizados para la
estratificacion del riesgo cardiovascular total

Factores de riesgo

Sexo masculino

Edad (varones = 55 afios; mujeres = 65 afios)
Tabaquismo

Dislipemias

Diabetes

Obesidad (IMC = 30)

Historia familiar de ECV prematura

Daiio organico asintomatico

Presion de pulso = 60 mmHg

Hipertrofia ventricular izquierda electrocardiogréfica y ecocardiografica
Grosor de la pared carotidea o placa

Microalbuminuria

indice tobillo-brazo < 0,9

Enfermedad CV o renal manifiesta

Enfermedad cerebrovascular; ictus isquémico; hemorragia celebral
Insuficiencia cardiaca

Enfermedad arterial periférica sintomatica en extremidades inferiores
Enfermedad renal crénica

Retinopatia avanzada

Tabla extraida de la  “Guia practica clinica de la ESH/ESC 2013 para el manejo de la hipertension
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6.4 Relacion de los AR y las GRK con la hipertension arterial.

El sistema nervioso autéonomo mantiene la homeostasis cardiovascular, mediante el control
de la presion arterial, la regulacidon del volumen, y las sefales de los quimiorreceptores. Los
reflejos adrenérgicos modulan la presion sanguinea a corto plazo, mientras que la funcion
adrenérgica, conjuntamente con factores hormonales y otros relacionados con el volumen,
contribuyen a la regulacién a largo plazo de la presion arterial.

Los AR, por ser los receptores que trasmiten las sefales de estas catecolaminas, estardn
intimamente relacionados con la regulacion del sistema cardiovascular, tal y como hemos
visto anteriormente, y en este caso concreto, relacionados con la regulacion de la presion
arterial, y por lo tanto implicados en mayor o menor medida en la génesis y/o mantenimiento
de la HTA, ya que de ellos y de su regulacidon dependen los mecanismos que llevan al
equilibrio entre los procesos de vasoconstriccion/vasodilatacion.

Como hemos mencionado anteriormente, los AR-ou estdn localizados principalmente en las
células del musculo liso vascular y son los responsables de la vasoconstriccion, tras ser
activados por las catecolaminas. Por otro lado, la activacion de los AR-B1 del miocardio
estimula el ritmo y la fuerza de la contraccidn cardiaca, y en consecuencia aumenta el GC o
volumen de sangre que el corazén expulsa a la circulacion, y ademés, la activacion de este
AR también estimula la liberacién de renina en el rifidn, estimuldndose la retencidon de
liquidos, ambos mecanismos encaminados a aumentar la presion arterial. Por altimo, la
activacion de los AR-PB2 por la A circulante provoca la relajacion del masculo liso vascular y
por lo tanto una vasodilatacion.

También hay que tener en cuenta que, las concentraciones circulantes de catecolaminas
pueden afectar al nimero de receptores adrenérgicos en diversos tejidos. De hecho, tal y
como vimos anteriormente, la regulacién a la baja de los receptores puede ser una
consecuencia de los niveles altos de catecolaminas, mediante la regulacidon que ejercen las
GRK/B-arrestinas, fendmeno que explica la disminucidn de la respuesta, o desensibilizacion
a las catecolaminas. Por el contrario, con una reduccion créonica de los neurotransmisores, 10s
receptores adrenérgicos pueden aumentar en ntmero, o ser regulados al alza, lo que resulta
en una mayor sensibilidad a los neurotransmisores. Asimismo, la administracion cronica de
agentes que bloquean los receptores adrenérgicos puede dar lugar a la regulacion al alza, y la
retirada de estos farmacos puede producir una condicidn temporal de hipersensibilidad a los
estimulos simpéticos. Los farmacos que bloguean el sistema nervioso simpatico son potentes
agentes antihipertensivos, lo que indica que el sistema nervioso simpético juega un papel
importante en el mantenimiento de las cifras elevadas de presion arterial, quedando por
comprobar si dicho papel es o no parte de la causa de la enfermedad (Kotchen, 2008).
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Numerosos estudios han demostrado alteraciones en la funcién de los AR debido a
alteraciones en la densidad o en las vias de sefalizacidn intracelular, en concreto en tejdos
de ratas espontdnecamente hipertensas (SHR), en particular en el corazon, vasos sanguineos y
el r1fidn, tejidos que juegan un papel muy importante en la regulacion de la presion arterial
(Takata & Kato, 1996).

®  [Fstudios sobre los AR-ou en HTA.

o A nivel del corazon.
Existe cierta controversia entre diferentes autores en algunos estudios realizados:

- En ratas pre-hipertensas algunos autores describen un aumento en la densidad de los
AR-ou (Hanna & Khairallah, 1986; Watanabe y cols., 1991); otros sin embargo dicen
que no estd alterada (Blumenthal y cols., 1982; Yamada y cols., 1984).

- Cuando se estudia la rata con su estado hipertensivo desarrollado, encontramos
estudios que hablan de un aumento de densidad (Hanna & Khairallah, 1986; Limas
& Limas, 1987; Matsumori y cols., 1989), estudios que no encuentran cambios
(Blumenthal y cols., 1982; Hicks y cols., 1983; Mertens y cols., 1991) y estudios que
encuentran una disminucion (Yamada y cols., 1984; Bohm y cols., 1988; Michel y
cols., 1989). Sin embargo en ninguno de los estudio se han apreciado cambios en la
afinidad de los ligandos por estos receptores a nivel cardiaco.

- El efecto inotropico positivo de estos receptores sobre el corazén es ligeramente
mayor en ratas SHR pre-hipertensas (Bohm y cols., 1986) y menor en hipertensas
(Kunos y cols., 1978; Mertens y cols., 1992) comparando con sus respectivos
controles.

o A nivel vascular

Muchos autores han sugerido que uno de los factores responsables de la HTA podria
ser el aumento de la reactividad vascular que se observa en diferentes modelos de
esta enfermedad frente a la estimulacion de los AR-ou (Takata & Kato, 1996;
Villalobos-Molina & Ibarra, 1999; Gisbert y cols., 2002; Miquel y cols., 2005). Hay
muchos datos que hablan del posible papel de los AR-o1 en el desarrollo o el
mantenimiento del estado hipertensivo (Guimaraes & Moura, 2001; Tanoue y cols.,
2003). Los resultados difieren segin los modelos utilizados, el territorio vascular
estudiado o los agonistas y las técnicas empleadas en ese momento. Indiquemos
algunos ejemplos:

- La contraccion inducida por NA en aorta de ratas SHR es mayor cuando la
comparamos con sus respectivos controles (WKY) (Brown y cols., 1994; Chitaley y
cols., 2001; Gisbert y cols., 2002; Miquel y cols., 2005), mientras que otros autores
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indican una disminucién en la respuesta contractil frente a dicha catecolamina
(Holck, 1988; Vila y cols., 1993).

En vasos mesentéricos se ha descrito un aumento en la sensibilidad a la NA en SHR
respecto a WKY (Mulvany & Nyborg, 1980; Gisbert y cols., 2002; Miquel y cols.,
2005)

En vasos de resistencia de ratas SHR jovenes se ha detectado un aumento en la
vasoconstriccion mediada por los AR-o1 debida a un aumento de la inervacion
simpética que da lugar a una mayor liberacion de NA, a una hiperactividad en estos
vasos y a un aumento en la sensibilidad a los agonistas (Head, 1989; Kong y cols.,
1991; Oliver y cols., 2009).

En humanos hipertensos se ha detectado un incremento en la vasoconstriccion
mediada por el AR-a1 (Folkow, 1990; Brodde & Michel, 1992; Li y cols., 2007),
mientras que otros autores indican que la sensibilidad a agentes vasoconstrictores
permanece inalterada en arterias mesentéricas de pacientes hipertensos (Falloon &
Heagerty, 1994; Hutri-K&honén y cols., 1999).

El aumento de las catecolaminas no solo estd relacionado con el aumento en el tono
contrdctil sino también con el remodelado vascular, ya que se ha observado tanto en
ratas como en humanos que la continua estimulacion de los AR-o1 favorece el
crecimiento y proliferacion celular en musculo liso de aorta (Chen y cols., 1995; Hu
y cols., 1996; Xin y cols., 1997), y ademds a nivel del corazon estd implicada en la
hipertrofia cardiaca (Simpson, 1983; Milano y cols., 1994a).

Se sabe que existe una proporcidn relativa de cada uno de los subtipos de AR- o1 a
nivel vascular, por lo que los cambios en la sensibilidad a los agonistas podrian
deberse a cambios en este aspecto. Existen numerosos estudios que se centran en los
diferentes subtipos de AR-0u1. Entre los méas destacables:

En aorta de ratas SHR de 12 semanas, de la expresion AR-oup se encuentra
aumentada, a expensas de una disminuciéon en la proporcion de los subtipos oua y
o1, al menos a nivel de ARNm (Xu y cols., 1998). Otros autores también han
sugerido la participacion de este subtipo en la HTA, en estudios 22 vivo (Villalobos-
Molina y cols., 1996 y 1999; Gisbert y cols., 2002; Ibarra y cols., 2000)

En los vasos de resistencia de ratas SHR jovenes (prehipertensas) y adultas
(hipertensas) se ha encontrado una alta densidad del AR-aup (Stassen y cols., 1997;
Xu y cols., 1998; Villalobos-Molina y cols., 1999).

Ratones KO para el AR-a1p son menos susceptibles de desarrollar la enfermedad en
el modelo de hipertensién por aumento de la ingesta de sal tras nefrectomia parcial
(Tanoue y cols., 2002b).
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La actividad constitutiva del AR-oup sirve de hipotesis de trabajo a la hora de
estudiar el rol fisiopatoldogico de este subtipo en la génesis y/o mantenimiento de la
HTA, vy se ha observado un aumento funcional del subtipo aip capaz de provocar un
aumento sostenido del tono contrictil ligado a la aparicion del estado hipertensivo en
ratas adultas, a causa de un incremento en la poblacidon de AR-oup constitutivamente
activos (Gisbert y cols., 2002; Miquel y cols., 2005).

Se ha visto que los AR-ou estdn relacionados en mayor o menor medida no sélo con
los cambios propios del desarrollo sino también con los cambios adaptativos que
ocurren en la HTA en respuesta al aumento de la presidon arterial, como se ha
sugerido para el subtipo aip en células del musculo liso vascular (Xin y cols., 1997),
0 para los subtipos o1a y a1g en el crecimiento del corazon (O° Connell y cols.,
2003) donde al parecer la hipertrofia asociada a la sobrecarga de presion se deberia
en mayor medida al subtipo aus (Woodcock y cols., 2008), mientras que el subtipo
aza podria tener efectos beneficiosos o cardioprotectores frente a este fendmeno (Du
y cols., 2004). Algo que, si tenemos en cuenta que el subtipo mayoritario en el
corazon humano es el aaa (Price y cols., 1994), explicaria los efectos adversos del
tratamiento cronico con antagonistas no selectivos de los AR-o1 durante la
hipertension, segtn indicaba el “Ensayo clinico sobre el tratamiento con
Antihipertensivos e Hipolipemiantes para la prevencion de Infartos”
(Antthypetensive and Lipid-Lowering Tratment to Prevent Attack Trial, ALLHAT)
en el afio 2000.

Estudios sobre AR-p en HTA

A nivel del corazon:

No hay cambios de densidad en los AR-B en ratas SHR pre-hipertensas (Blumenthal
y cols., 1982; Yamada y cols., 1984; Michel y cols., 1987; Castellano y cols., 1993),
sin embargo en ratas SHR ya hipertensas encontramos controversia en los resultados
ya que unos estudios muestran un descenso en la densidad (Yamada y cols., 1984;
Limas & Limas, 1987; Bohm y cols., 1988; Castellano y cols., 1993), otros ven que
no cambian (Blumenthal y cols., 1982; Michel y cols., 1987; Ohsuzu y cols., 1992) o
incluso hay quién observa un aumento (Maie y cols., 1991). La discrepancia en 1os
resultados probablemente se deba a los diferentes métodos usados en cada estudio.

La pérdida de densidad P en corazon ha sido relacionada con una pérdida
proporcional para el subtipo Bi, incluso a nivel de ARNm, sin cambios observados
para el B2 (Yamada y cols., 1984; De Champlain, 1990; Castellano y cols., 1993).
Esta bajada del subtipo P1 estaria relacionada con una regulacion a la baja inducida
por el continuo estimulo de NA (Head y cols., 1985) y contribuiria a atenuar el
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- efecto motrdpico positivo sobre el corazén (Kunos y cols., 1978; Yamada y cols.,
1984; Bohm y cols., 1988), jugando un papel compensador ante la elevada presion
arterial.

o A nivel vascular:

- Disminucién en la densidad de los AR-PB (Bruschi y cols., 1984; De Champlain,
1990), pero también otros autores han comprobado que no se producen cambios, en
aorta de SHR de 16 semanas (Borkowski y cols., 1992)

- Un aumento de AR-P en células de masculo liso de ratas jovenes y en aortas de

ratas adultas hipertensas de 18 semanas (Kwan y Lee, 1990; Asano y cols., 1991;
Grammas y cols., 1994),
La posibilidad de que el aumento de AR-B2 esté relacionado con el crecimiento o con
la hipertrofia vascular de estados mas avanzados de HTA, mientras que la regulacion
a la baja explicaria el deterioro de la vasodilatacion B-adrenérgica (Asano y cols.,
1991; Borkowski y cols., 1992).

- En el subtipo B3, se ha visto en ratas SHR de 12 semanas una regulacion al alza,
aunque este aumento en la expresion no se asocid con un aumento en la
vasorelajacion mediada por dicho subtipo (Mallem y cols., 2004).

Lo que si estd muy aceptado es que la vasorelajacion mediada por los AR-B, y mas en
general las funciones fisiologicas mediadas por estos receptores a otros niveles
(Inotropismo y cronotropismo positivo), se encuentran deterioradas en vasos y
corazones de ratas hipertensas SHR, especialmente en fases tardias de la enfermedad,
probablemente debido a una desensibilizacion de los mismos (Feldman, 1987).

El deterioro de la respuesta P-adrenérgica no se explica necesarlamente con una
regulacion a la baja del receptor en las ratas hipertensas SHR, ya que como acabamos
de ver, muchos trabajos han encontrado cambios tanto al alza como a la baja en la
densidad de los AR-B en SHR comparando con sus controles WKY. Habrd que tener
en cuenta cambios en los mecanismos de transduccidn de las sefiales y de regulacion
de las mismas, y en este aspecto la mayoria de los trabajos han demostrado un
descenso importante en la actividad de la enzima AC en las ratas hipertensas, sobre
todo a nivel cardiovascular (Takata & Kato, 1996). En humanos también se ha
descrito un descenso generalizado de la respuesta P-adrenérgica en la hipertension
(Michel y cols., 1990), con una alteracion de los niveles de proteina G (Feldman,
1987;1990; 1995; Fujimoto y cols., 1987; Asano y cols., 1988).
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Estudios realizados en nuestro laboratorio mostraron como en aortas de ratas SHR
jovenes, en las cuales todavia no se encontraba establecida la hipertension, aparecia un
aumento de la expresion del AR-B1, mientras que en ratas SHR adultas el aumento de
expresion existe tanto a nivel de los tres subtipos de AR-01 como en los AR-B (Oliver
y cols., 2009)

® Fstudios sobre GRK en HTA

O

A nivel del corazon

Referente a la HTA, también se relaciona el deterioro de la seiial del AR-P1 con la
hipertrofia cardiaca que se produce como consecuencia de la sobrecarga de presion
tras periodos prolongados de HTA en modelos animales (Bohm y cols., 1992;
Castellano y cols., 1993), y se ha comprobado que este deterioro estd relacionado con
un aumento en la actividad y la expresion proteica de GRK?2 (Choi y cols., 1997)
debido a una hiper-estimulacion simpdtica cronica de los AR-P cardiacos (Iaccarino y
cols., 1999). Ademads, el tratamiento con un PB-bloqueante como Atenolol previene el
aumento de la GRK?2 (Iaccarino y cols., 2001). Por todo ello, se ha sugerido que la
regulacion al alza de la GRK?2 en corazon podria jugar un papel determinante en la
transicion del corazoéon hipertrofiado al corazén insuficiente (Anderson y cols., 1999).
También se ha visto que la inhibicién de la GRK3 a nivel cardiaco puede estar
mnvolucrado en la hipertension, al aumentar el GC asociado a un aumento de la
actividad del AR-ous, responsable de la fuerza de contraccion del corazén (Vinge y
cols., 2008).

A nivel vascular

El deterioro de la vasodilatacion mediada por los AR-B juega un papel importante en
el desarrollo y/o mantenimiento de la HTA. A su vez, este deterioro de la respuesta p-
adrenérgica depende en gran parte de las GRK, ya que estas enzimas fosforilan a los
receptores activados iniciando el proceso de desensibilizacién de la sefial, tal y como
hemos mencionado en anteriores apartados. Las primeras evidencias de la implicacion
de la GRK2 en el deterioro B-adrenérgico durante la HTA, se obtuvieron en linfocitos
de pacientes hipertensos, en los que tanto la actividad como la expresion proteica de
esta cinasa se encontraban aumentadas, sugiriendo la posibilidad de que estos cambios
reflejen aquello que podria estar pasando en el sistema vascular del paciente
hipertenso (Gros y cols., 1997; Feldman y Gros, 1998).

No se encontraron diferencias en cuanto a los niveles de ARNm, pero la expresion
proteica de la GRK2 se correlacionaba de forma directa con la presion arterial, los



Hipertension arterial

aumentos en la proteina estdn relacionados con los aumentos en la presion arterial,
sugiriendo que este podria ser un importante factor para el deterioro de la
vasodilatacion B-adrenérgica caracteristica de la HTA (Gros y cols., 1999). Més tarde
estas hipotesis se evaluaron en modelos animales de hipertension, observandose un
aumento en proteina y actividad de la GRK?2, tanto en linfocitos como en aortas de
ratas hipertensas (Gros y cols.,, 2000), y en modelos transgénicos donde la
sobreexpresion de GRK2 a nivel vascular producia HTA, hipertrofia vascular y
cardiaca (Eckhart y cols., 2002), llegando a sugerir 1a posibilidad de estar ante uno de
los mecanismos causantes de la enfermedad (Feldman, 2002; Feldman y Gros, 2006).
En un grupo de americanos de raza negra, se han observado niveles de ARNm
elevados para la GRK?2 en linfocitos circulantes de pacientes con PA > 130mmHg. En
este mismo trabajo también se observa que el aumento de expresion de esta cinasa estd
acompaiiado por el aumento en la concentracién de NA en sangre. Por lo tanto, de
estos resultados se deduce una relacion directa entre los niveles de ARNm de GRK?2
con las catecolaminas circulantes, y no tanto, una relacién directa con la HTA, tal y
como afirmaban sus autores (Cohn y cols.,, 2009). Ademds en un modelo de
hipertension portal, algo diferente pero que aporta gran informacion sobre el
comportamiento de la cinasa en células endoteliales, se ha relacionado un aumento en
la actividad de GRK2 con una inhibicién de la actividad de la sintasa endotelial del
NO (eNOS), favoreciéndose la hipertension por deterioro de la relajacion mediada por
NO (Liu y cols., 2005).

Otra cinasa relacionada con la HTA, aunque con menor evidencia, ha sido la GRKS,
para la que se observaron niveles elevados, tanto de ARNm como de proteina, en el
modelo de hipertensiéon inducido por NA y por Angiotensina II (Ishizaka y cols.,
1997). Aunque los estudios anteriores no encontraron diferencias ni en la expresion ni
en la actividad de esta cinasa, se ha visto en modelos transgénicos que la
sobreexpresion a nivel vascular eleva las cifras de presion arterial, induciendo HTA a
través del deterioro P2, pero sobre todo facilitando el acoplamiento del AR-B1 a la via
de la proteina Gi que provoca vasoconstriccion por inhibicion de la AC en animales
macho, sin observarse hipertrofia de ningtin tejido cardiovascular (Keys y cols., 2005).

Resumiendo, a nivel vascular todo apunta a que el desequilibrio entre los procesos de
contraccién y relajacion responsables del aumento de la presion arterial durante la HTA,
podria venir de la mano de un aumento en la funcionalidad de los AR-ou acompafiado de un
deterioro de la vasodilatacion B-adrenérgica por una desensibilizacion excesiva por parte de
las GRK. Queda por aclarar s1 este mecanismo es derivado o no de cambios genéticos, y en
qué modo pueden llegar a ser consecuencia de las cifras elevadas de presion arterial o, como
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proponen algunos, ante uno de los mecanismos causantes de la enfermedad. Mientras que a
nivel cardiaco, el deterioro de la sefial del AR-P1 sin cambios observados en AR-B2, con
aumento en la actividad y la expresion proteica de GRK?2 estaria relacionado con el continuo
estimulo de NA, atenuando asi el efecto inotropico en el corazdén jugando un papel
compensador ante la elevada presion arterial.



AR y GRK en linfocitos como biomarcadores en patologia cardiovascular

7- AR Y GRK EN LINFOCITOS COMO

BIOMARCADORES EN PATOLOGIA
CARDIOVASCULAR

La prediccion del riesgo cardiovascular es uno de los principales retos de la medicina
moderna. En el caso de los linfocitos circulantes, estudios previos, han mostrado la
posibilidad de ser utilizados como biomarcadores durante el desarrollo de una patologia
cardiaca o tras trasplante de corazon por los cambios de expresion que sufren sus AR durante
tales dolencias.

La bisqueda de nuevos biomarcadores se basa en la blisqueda de nuevas moleculas que
desempeiien un papel clave en el desarrollo de la enfermedad. Estas moleculas suelen tener
una variabilidad baja y debe ser posible analizarlas mediante técnicas estandarizadas. El uso
de varios biomarcadores puede proporcionar mayor informacién sobre el grado de
enfermedad del paciente, sobre su pronostico o sobre la respuesta al tratamiento, ademés de
ser, probablemente, la llave para la prevencidn de la enfermedad cardiovascular en un futuro
no muy lejano (Martin-Ventura y cols., 2009). En esta linea, los linfocitos han sido
ampliamente utilizados para el estudio de proteinas biomarcadoras de la enfermedad
cardiovascular, por ser un tipo de muestra biologica fécil y comoda de obtener.

Por otro lado, tal y como hemos mencionado con anterioridad, se sabe de la presencia de los
AR-01 y -B, asi como de las GRK en células del sistema inmune donde han sido
protagonistas tanto por regular algunas de las funciones mas caracteristicas de este sistema
como por estar implicados en patologias de cardcter autoinmune. Algunos autores han
sugerido en relacion a los AR presentes en células del sistema inmune, mas concretamente al
subtipo mayoritario, que el AR-P2 podria ser la posible conexion existente entre dicho
sistema y el sistema nervioso simpatico (Kin & Sanders, 2006). Pero sobre todo, la presencia
de los AR y las GRK en células del sistema inmune como los linfocitos, ha abierto la
posibilidad de wusarlos como biomarcador reflejo de la funcién cardiovascular en
determinadas patologias, entre ellas la HTA y 1a IC, tal y como explicaremos a continuacion.

Desde principios de los afios 80, se empezo a utilizar la expresion de los AR-B en linfocitos
como marcador o reflejo de lo que podria estar ocurriendo en el corazén o en el sistema
vascular. Se observaron cambios en la densidad de estos receptores en pacientes tratados con
B-bloqueantes(Aarons y cols., 1980). Un ejemplo serfa el tratamiento cronico con
propranolol, con el que se pudo observar un aumento de densidad de AR-P que ocurria tanto
en linfocitos como en corazén y pulmoén de animales tratados (Aarons & Molinoff, 1982),
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algo que parecia ser consistente con la hipotesis de que los cambios en la expresion de los
linfocitos circulantes podrian actuar como reflejo de los cambios producidos en otros tejidos
del organismo, al menos frente al tratamiento.

También se intentd demostrar que los posibles cambios sistémicos que se podian dar en las
enfermedades se reflejaban de alguna manera en los linfocitos. En esta linea, se observo un
aumento en la densidad y la respuesta del subtipo B2 en linfocitos de pacientes hipertensos,
reflejando el aumento de la actividad simpdtica que puede contribuir al aumento de la
presion arterial (Brodde y cols., 1985), aunque se ha comentado la posibilidad de que, debido
a discrepancias y a otras evidencias, los cambios observados en estos pacientes puedan ser
tan solo una consecuencia de las cifras elevadas de presion arterial y no un marcador de la
enfermedad como se habia propuesto, y que ademads, podria no correlacionarse con la propia
actividad de estos receptores (Michel y cols., 1990). Poco después, se vio una relacion
directa entre la densidad de los AR-B encontrada en linfocitos circulantes y las muestras de
tejido miocdrdico de la auricula derecha, obtenidas de pacientes sometidos a una derivacion
coronaria (Brodde y cols., 1986). En concreto, se observo que el subtipo B2 en linfocitos, el
subtipo mayoritario en estas células, reflejaba los cambios observados en el corazon humano
(Michel y cols., 1986; Brodde y cols., 1989). Siguiendo en esta linea se observd como en
pacientes con IC se producia una disminucion de la densidad de los AR-P a medida que
progresaba la enfermedad, tanto en corazon como en linfocitos, y ademas el tratamiento con
B-bloqueantes hacia recuperar esa pérdida en ambas muestras (Sbirrazzuoli & Lapalus,
1989). Por otra parte, en linfocitos de pacientes con hipertension arterial esencial se observo
una disminucion de la actividad B-adrenérgica, que podria estar reflejando el deterioro de
esta respuesta a nivel vascular (Feldman, 1987). También se observo, tras estimulacion
adrenérgica, una disminucion de la actividad AC presente en linfocitos procedentes de
pacientes en fases avanzadas de la enfermedad, sugiriendo un deterioro de la sefal que,
ademds, era restaurada tras el tratamiento cronico del paciente con antagonistas selectivos
del AR-B1, tal y como ocurria en muestras de corazon insuficiente (Werner y cols., 2001).
Por altimo se ha encontrado disminuida la expresion de los AR-B1 y B2 en linfocitos de
pacientes insuficientes (Yu y cols., 2007).

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se mostrd como, el subtipo B1 que se

encontraba incrementado en linfocitos circulantes de pacientes hipertensos, con el
tratamiento con IECA y ARA II volvid su expresion a la normalidad. (Oliver y cols., 2010).

En el caso de las cinasas reguladoras, se comprobd que este deterioro de la actividad B-
adrenérgica era debido al aumento en la expresion y la actividad de la GRK?2, aumento que
se correlacionaba con un aumento en muestras de miocardio, reflejindose en el linfocito lo
que ocurria en el corazon de los pacientes insuficientes, y que ademds era mds marcado
cuanto peor se encontraba la funcion cardiaca (FEVI <45%), proponiendo el uso de esta
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cinasa como biomarcador de la IC (Iaccarino y cols., 2005). Afios antes ya se habia sugerido
el uso de la GRK?2 linfocitaria como biomarcador de enfermedades cardiovasculares, mas
concretamente en la HTA, donde se observo que el aumento en la expresion y actividad de
esta cinasa que se observaba en linfocitos de pacientes hipertensos, se correlacionaba con el
deterioro de la sefial B-adrenérgica previamente descrito (Gros y cols., 1997), y con los
cambios observados en territorios vasculares de diferentes modelos animales de hipertension
(Gros y cols., 2000). En linfocitos de pacientes con sobrecarga del ventriculo izquierdo se
han visto incrementos en los niveles de ARNm y proteina para la GRK2, GRK3 y GRKS,
acompaiados de una disminucién de los niveles para el AR-P2, resultados que estaban
directamente relacionados con un aumento en la gravedad de la enfermedad (Dzimiri y cols.,
2002).

Corroborando estos trabajos se observo por un lado que la infusion crénica con agonistas B-
adrenérgicos inducia aumentos en los niveles de ARNm de GRK2 y GRKS5 (Oyama y cols.,
2005), mientras que por otro lado, la bomba de ayuda mecédnica ventricular en pacientes
insuficientes en fase terminal inducia un aumento de la actividad B-adrenérgica acompaiado
de una disminucion en los niveles de GRK2, mientras que GRKS permanecia invariable
(Hata y cols., 2006). En ambos casos los cambios se observaron tanto en corazon como en
linfocitos circulantes.

Se ha observado una asociacidn directa del incremento en la expresion y actividad de GRK2,
pero no de GRKS, con las cifras de presion arterial en linfocitos de pacientes afroamericanos
con HTA, relacionado todo con un aumento en la concentracion plasmatica de NA, y
evidenciando asi la relacion entre el aumento de la actividad simpética a nivel sistémico y la
actividad de esta cinasa en el linfocito (Cohn y cols., 2009). También se han observado
cambios en la expresion linfocitaria de estas y otras GRK relacionados con otras
enfermedades del sistema inmune como artritis reumatoide, tanto en modelos humanos como
animales (Premont & Gainetdinov, 2007).

Los AR-ou, los menos expresados en linfocitos han sido muy poco estudiados como
biomarcadores. ST que se ha visto, que los subtipos aug y aap, al parecer ausentes en el grupo
de pacientes control, se encuentran sobreexpresados en leucocitos de pacientes con artritis
reumatoide juvenil (Heijnen y cols., 1996). Otros autores han demostrado la presencia de los
tres subtipos a nivel de ARNm y de proteina, siendo el mayoritario el subtipo ous, y el
minoritario el oua, sugiriendo el uso de los tres subtipos expresados en linfocitos como
biomarcador de enfermedades cardiovasculares en las que estos receptores juegan un papel
clave en el desarrollo y/o mantenimiento de las mismas (Ricci y cols., 1999; Tayebati y
cols., 2000). De hecho, los mismos autores un afio mas tarde comprobaron como los cambios
que veian en los AR-a1 en aortas de ratas adultas SHR, se correspondian con los cambios
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observados en linfocitos de las mismas ratas, al menos en cuanto a la densidad medida por
ensayos con radioligandos, mientras que en sujetos con HTA esencial no se encontraron
diferencias significativas en los diferentes grupos de pacientes estudiados con respecto a sus
controles (Veglio y cols., 2001).

Estos trabajos anelan el uso de los linfocitos circulantes como reflejo de lo que podria estar
pasando en otros tejidos de dificil acceso, y asi poder evaluar, de forma sencilla y
practicamente inocua para el paciente, la evolucidn clinica de la enfermedad o la respuesta
frente al tratamiento. En la presente tesis doctoral analizaremos la posibilidad que los
linfocitos puedan ser una herramienta de trabajo para evaluar el papel de los AR y las GRK
en la patologia cardiovascular.
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Segiin la Fundacion Espariola del Corazén, escuchar misica mientras se hace
ejercicio, es una de las formas mds efectivas de ayudar a la oxigenacién del
corazén. Esto se debe a que la miusica aumenta hasta en 25% el didmetro de
los vasos sanguineos, asi como la oxigenacion del propio corazén.


http://www.muyinteresante.es/salud/articulo/escuchar-musica-a-todo-volumen-libera-endorfinas
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OBJETIVOS

Conocida la importante 1mplicacion de los adrenoceptores y las GRK en los mecanismos

fisiopatologicos de regulacion del sistema cardiovascular, nos planteamos los siguientes

objetivos:

Analizar las diferencias en la expresion de 1os AR o1 (oua, a1, aip) v B (B1, B2 ¥ Ps) asi
como de las GRK (GRK2, GRK3 y GRKS5) en muestras de corazon sano, insuficiente
y corazon trasplantado, asi como las variaciones de dicha expresion en funcidn de la
etiologia de la IC, las variables clinicas o los distintos tratamientos farmacologicos.

Analizar la utilidad de los linfocitos circulantes como posibles biomarcadores de los
cambios que se producen, en patologias cardiovasculares, en la expresion de AR y
GRK en el corazon.

Analizar la posible existencia de un patron comin de regulacidn de la expresion de
AR y GRK en modelos humanos y animales de patologia cardiovascular.
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Los sintomas de un ataque cardiaco en mujeres y hombres pueden ser distintos segtin
la AHA. Ellos tienden a mostrar dolor intenso en el pecho y en el brazo. Las mujeres
podrian presentar sintomas como nduseas, indigestion y dolores en el hombro.



MATERIALES Y METODOS

1.- MODELOS DE EXPERIMENTCACION
- Ensayo en humanos

- Ensayo en animales

- Modelo ex vivo

- Modelo in vitro

2.- TECNICAS EXPERIMENTALES
-RT-PCR

- Western Blot

- Estudio de la union de
radioligandos

3.- ANALISIS DE LOS RESULTADOS







MATERIALES Y METODOS

1.- MODELOS DE EXPERIMENTACION

1.1. Ensayo en humanos

1.1.1. Seleccidn de pacientes y tipos de muestra.

Las muestras humanas utilizadas para la realizacion de la presente tesis doctoral proceden de
dos hospitales de la provincia de Valencia, el Hospital Universitario y Politécnico La Fe de
Valencia y el Hospital de la Ribera (Alzira).

En el caso del Hospital Universitario y Politécnico la Fe las muestras fueron obtenidas a partir
de pacientes seleccionados en la Unidad de IC y Trasplante cardiaco, estas comprenden:

e Explantes de VI de corazon sano

e Biopsias de VD procedentes de corazon trasplantado

e Explantes de VI 'y VD procedentes de corazones insuficientes

e Fraccidon Monolinfocitaria circulante de pacientes con IC severa

e Fraccion Monolinfocitaria circulante de pacientes con corazon trasplantado

Y en el caso del Hospital de la Ribera de Alzira fueron obtenidas a partir de pacientes
seleccionados en la Unidad de Hipertension del Servicio de Medicina Interna, estas
comprenden:

e Fraccion Monolinfocitaria circulante de voluntarios sanos

e Fraccion Monolinfocitaria circulante de pacientes hipertensos.

Los protocolos utilizados para la adquisicion de muestras humanas han sido aprobados por el
Comité Etico de Investigacion Clinica de la Universidad de Valencia asi como por los
correspondientes comités del Hospital La Ribera y del Hospital Universitario y Politécnico La
Fe, obteniendo en cada caso el consentimiento informado del paciente.
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1.1.2 Poblacién y criterios de inclusioén segin tipo de muestra.

a) Fraccidon Monolinfocitaria circulante (FMLC)

Los sujetos poseen un rango de edad comprendido entre los 16 y los 68 afios en el momento
del estudio. Son 77 sujetos (49 hombres y 28 mujeres) que fueron distribuidos por grupos
seglin la patologia cardiovascular sufrida, como se muestra en la Tabla 6.

o oo Tablab

Fraccion Monolinfocitaria circulante (n=77)

Grupos Procedencia/Hospital
Voluntarios sanos (Control) n=10 La Ribera

n=11 LaFe
Hipertension (HT) n=15 La Ribera
Hipertensos tratados (HT-Tr) n=10 La Ribera
Insuficiencia cardiaca en fase terminal (IC) n=14 LaFe
Pacientes sometidos a trasplante cardiaco (TC) n=17 La Fe

Los voluntarios sanos o grupo control fueron sujetos normotensos, sin ningln tipo de
enfermedad cardiovascular diagnosticada y con un perfil bioquimico dentro de la normalidad.
De las muestras procedentes del Hospital de la Ribera, el bloque de pacientes con HTA no
habia tomado previamente ninguna terapia antihipertensiva. Los pacientes hipertensos
tratados, recibian tratamiento con IECA o ARAII como minimo desde el mes previo a la toma
de muestras. A todos estos pacientes, incluidos los voluntarios sanos (grupo control), se les
midid la presion arterial en consulta y se realizd una monitorizacidon ambulatoria de la presion
arterial (MAPA) durante 24 horas, con un monitor oscilométrico (Spacelabs 90202 o 90207),
diferenciando periodos de dia y noche, mientras que los pacientes diagnosticados con
hipertension fueron aquellos cuya presion arterial en consulta y su MAPA fue elevada. Fueron
excluidos del estudio los pacientes con enfermedades cardiovasculares y/o renales. Todos los
procedimientos se realizaron siguiendo las recomendaciones de la British Hypertension
Society (Williams y cols., 2004).

En el caso de la FMLC obtenida del grupo de pacientes con IC se incluyeron pacientes en
situacion funcional avanzada con deterioro grave de la contractilidad miocardica, Clase IV en
la escala NYHA de evaluacion de la IC (The criteria committee of the NYHA, 1994),
recibiendo terapia para tratamiento de la enfermedad (diuréticos, B-bloqueantes, IECA o
fdrmacos mnotropos) dependiendo de su estado hemodindmico. A todos los sujetos se les
determinaron variables antropométricas, hemodindmicas y perfiles bioquimicos en suero. Se
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excluyeron aquellos con enfermedades concomitantes graves que contraindicaban la
realizacion del trasplante cardiaco.

En cuanto al grupo de pacientes trasplantados, se incluyeron pacientes en un rango de 14 a
471 dias tras el trasplante, estos recibieron tratamiento inmunosupresor en diferente grado
seglin el tiempo transcurrido desde el trasplante y poseian un corazén funcionalmente normal
seglin los datos clinicos.

b) Corazéon

De las muestras procedentes de corazon, la poblacion total del estudio consistid en 73 sujetos
(Tabla 7). Las muestras de corazon insuficiente se obtuvieron de 42 sujetos (32 hombres y 10
mujeres) de rango de edad comprendido entre los 17 y 68 afos en el momento del trasplante.

ooo Tlabla7
Explantes de corazon (n=63)
Grupos Procedencia/Hospital
Sanos (Control) VI, n=4 LaFe
Insuficiencia cardiaca en fase terminal Vly VD, n=42 LaFe
Pacientes sometidos a trasplante cardiaco VD, n=17 LaFe

En cuanto a los pacientes trasplantados, se incluyeron los mismos descritos en el apartado
anterior. Los pacientes excluidos en este grupo post-trasplante fueron:

- pacientes inestables desde el punto de vista clinico,
- pacientes con depresion en la funcion ventricular valorada mediante ecocardiografia,

- muestras de biopsia con algtin grado de rechazo segln el analisis anatomopatoldgico.

En todos los grupos se obtuvieron datos clinicos procedentes del estudio ecocardiogréfico
(grosor de paredes, didmetros ventriculares y funcién biventricular) con menos de 24 horas de
diferencia con respecto a la toma de muestras, y un registro hemodindmico (presiones del
ventriculo y auricula derecha) que se realizd en ese mismo momento previo a la toma de
muestra.
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1.1.3 Obtencion de muestras biologicas.

a) Fraccidon Monolinfocitaria circulante.

Para el aislamiento de linfocitos se extrajeron 10 ml de sangre que se situaron en tubo
estandarizado de recogida, conteniendo EDTA como anticoagulante. Dependiendo del hospital
se realizo un determinado procesado de aislamiento.

e Procedentes del Hospital de la Ribera.

Las muestras de sangre fueron obtenidas la mafiana posterior a la monitorizacion y se
procesaron en los laboratorios del Area de diagnostico biologico. Las FMLC fueron aisladas
usando el reactivo Lymphoprep™", reactivo estéril y libre de endotoxinas disefiado para el
aislamiento puro de linfocitos por gradiente de densidad (Boyum, 1964; Thorsby & Bratlie,
1970), y siguiendo las condiciones indicadas por el fabricante (Axis-Shield). Las FMLC
obtenidas fueron inmediatamente congelados en nitrogeno liquido, y almacenados a -80°C
hasta su posterior uso.

e Procedentes del Hospital Universitario y Politécnico La Fe.

Las muestras de sangre fueron obtenidas momentos antes del trasplante (grupo IC), o tras el
trasplante, coincidiendo con la evaluacidon del injerto (grupo TC). Se utilizd el reactivo
Ficollpaque Plus (GE Healthcare), reactivo estéril y libre de endotoxinas diseflado para el
aislamiento puro de linfocitos por gradiente de densidad, basado en el método publicado por
Boyum en 1964, y mejorado por Thorsby y Bratlie en 1970. Los linfocitos obtenidos fueron
inmediatamente congelados en nitrogeno liquido, y almacenados a -80°C hasta su posterior
uso.

b) Corazdn

e Explantes de VI de pacientes sanos

Como muestras control se obtuvieron un total de 4 muestras de VI de explantes de corazones
procedentes de donantes que no pudieron ser aprovechados en trasplante cardiaco.
Inmediatamente tras la extraccion del 6rgano, se deposita en suero fisiologico a 4°C vy tras la
obtencion de la fraccion deseada del VI estas se congelaron en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80°C hasta su procesado

e Biopsias de VD de corazon trasplantado

Se incluyeron en el estudio 17 pacientes sometidos a trasplante cardiaco. Tras el trasplante,
siguiendo el protocolo habitual para control de rechazo, se realizd biopsia endocédrdica del VD.
Se utilizd acceso venoso femoral y la toma de muestras se dirigid a los segmentos apicales del
ventriculo. Estas fueron congeladas inmediatamente a -80°C hasta su posterior procesado.
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e Explantes de VI y VD de pacientes con IC

Inmediatamente tras la extraccion del 6rgano, se deposita en suero fisiologico a 4°C, hasta la
toma de muestras que se lleva a cabo en las primeras 8 h tras el explante. En el caso de los
corazones que sufrian cardiopatia isquémica se evitaron las zonas que macroscopicamente se
consideran fibrosis (cicatriz del infarto). Se obtuvieron un total de 42 muestras que se
congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su procesado.

a0 KLIEE

Obtencién de explantes de corazon insuficiente

1.2 Ensayo en animales

En el caso del ensayo en animales abordaremos los posibles cambios en la expresion de AR y
GRK, en modelos animales de hipertension y en animales tratados con farmacos de eleccion
en la IC, asi pues partiremos de:

- Ratas espontdneamente hipertensas (SHR)
- Ratas hipertensas por tratamiento con L-NAME.

- Ratas Wistar tratadas con carvedilol (B-bloqueante) y captopril IECA).

El cuidado y tratamiento de los animales se realizo siguiendo la legislacion espafiola recogida
en el Real Decreto 1201/2005, de 10 de Octubre, sobre  “Proteccion de los animales utilizados
para experimentacion y otros fines cientificos”  (ratificacion de la Directiva Europea
86/609/CEE), y segtin Decreto 13/2007, de 26 de Enero, del Consell en la Comunidad
Valenciana). Los protocolos realizados han sido aprobados por el Comité Etico de
Experimentacion Animal de la Universidad de Valencia.

Todas las ratas fueron estabuladas hasta su sacrificio, siguiendo ciclos de luz-oscuridad de 12
horas a una temperatura ambiente de 22°C y 60% de humedad; con alimentacion artificial y
agua de bebida ad libitum.
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1.2.1 Animales de experimentacién

1.2.1.1 Ratas hipertensas

° Ratas espontdneamente hipertensas (SHR)

SHR son un modelo de hipertension arterial animal ampliamente utilizado desde que en 1963,
Okamoto y Aoki, desarrollaron una linea genética de ratas hipertensas partiendo de ratas
macho de la cepa Wistar-Kyoto que, de manera espontanea, habian desarrollado hipertension
arterial, y cruzandolas con hembras de la misma cepa que previamente habian seleccionado
con cifras elevadas de presion arterial; de modo que generacion tras generacion estas ratas
desarrollarian la enfermedad de manera espontdnea a la edad adulta, siendo un modelo tan ftil
como extendido para el estudio de la enfermedad.

Para nuestro estudio se han empleado ratas SHR macho adultas de 16 semanas de edad (peso
medio entre 250-325 g) suministradas por Harlan Interfauna Ibérica (Barcelona) que muestran
cifras elevadas de presion arterial con respecto a sus controles, las ratas Wistar-Kyoto (WKY)
o Normotensas.

e Ratas tratadas con L-NAME.

Para el desarrollo de este modelo de hipertension, se partid de ratas Wistar criadas y
proporcionadas por el servicio de produccidn animal de la Universidad de Valencia.

El L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil éster) es un inhibidor de la sintasa del 6xido nitrico
(NOS), encargada de la sintesis del NO. En éste modelo de hipertension animal, la enfermedad
aparece inducida por la falta de produccion de NO, tras el tratamiento con dosis de
80mg/kg/dia del inhibidor, administrado en el agua de bebida durante 4 semanas (Ribeiro y
cols., 1992; Linardi y cols., 2004; Oliver y cols., 2014). Para la dosificacion del L-NAME se
tuvo en cuenta el aumento en el peso medio de los animales asi como la ingesta de liquido.

1.2.1.2 Ratas Wistar tratadas con carvedilol y captopril.

Se realiz6 el tratamiento sobre 4 ratas Wistar durante 4 semanas en agua de bebida con
carvedilol (20mg/kg/dia) o captopril (50mg/kg/dia). Las ratas Wistar tenian 12 semanas de
edad y un peso medio aproximado entre 250-300g en la fecha de inicio del tratamiento, de
modo que una vez transcurridas las 4 semanas de tratamiento habrian alcanzado la edad adulta

de 16 semanas y, por lo

=\

Y oo ) /°~~éj HS\/kfo 0 tanto, edad similar al

HN_ o\v/TVN\VA\D/\\;\/ N II\

\©/ Captopril ?"‘. OH mOdelO SHRYL-NAME
Carvedilol
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Para la dosificacion de ambos medicamentos se tuvo en cuenta el aumento en el peso medio
de los animales asi como la ingesta del liquido.

Los tres principios utilizados en tratamientos de los animales (L-NAME, carvedilol y
captopril) proceden de Sigma Chemical Co (USA).

1.2.1.3 Medida de las constantes hemodindmicas en cola del animal consciente

Para confirmar la presencia de presion arterial
elevada tanto en ratas SHR como en las tratadas
con L-NAME se realizd la medida de las

constantes hemodindmicas en cola del animal

) |
consciente. En ambos modelos animales, la PAS y ‘ ‘

la FC, fueron determinadas semanalmente para

DY
conseguir asi la habituacion del animal, tomandose
la Gltima medida el dia anterior al sacrificio de los Pletismémetro modelo NIPREM
) e ) . . 645 de Cibertec (Barcelona).
animales. Se utilizd el método no-invasivo de
medida pletismografica en cola de la rata consciente, debidamente inmovilizada y mantenida
durante el tiempo de medida a 37°C para facilitar el registro, usando para tal efecto un
pletismometro modelo NIPREM 645 de Cibertec (Barcelona). Para cada animal se tuvo en

cuenta la media de 10-15 medidas de ambas constantes: PAS (mmHg) y FC (latidos/min).

1.2.1.4 Sacrificio y obtencidn de muestras.
a) Sacrificio

El sacrificio de los animales se 1levo a cabo por decapitacion y posterior exanguinacion, previa
anestesia, usando el anestésico inhalatorio volatil Isofluorano (Esteve), teniendo en cuenta las
recomendaciones para la eutanasia de los animales, de la Direccion General de Medio
Ambiente de la Comision Europea, para el sacrificio con el minimo sufrimiento fisico y mental
del animal (Close y cols., 1996)

b) Obtencidn de muestras

Una vez sacrificado el animal, todos los tejidos objeto del estudio fueron aislados y extraidos:

e Aorta tordcica. se realizd una toracotomia y se separaron los pulmones y el corazon
visualizandose el segmento de la arteria, la cual se extrajo cuidadosamente con ayuda de
lanceta y pinzas de precision desde el cayado aortico hasta el diafragma. El fragmento
extraido se depositd en placa Petri conteniendo suero fisiologico estéril, eliminando el
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tejido adiposo cuidadosamente y con la mayor rapidez posible para evitar la degradacion
del ARN y/o proteinas, dejando asi la pared arterial desnuda.

e (orazon entero: una vez realizada la toracotomia, seccionando los arcos costales a nivel
esternal, y localizado el corazdn, se extrajo con ayuda de unas pinzas y tijeras,
seccionando la arteria pulmonar y aorta, y las venas pulmonar y cava, y depositdndolo en
placa Petr1 en suero fisiologico estéril, se limpid inmediatamente de cualquier resto de
sangre y se elimind el posible tejido adiposo existente. Este fue secado y pesado para su
posterior analisis

o Ventriculo izquierdo: Extraido el corazén como se explica anteriormente, seguidamente
se separaron las auriculas derecha e izquierda, y una vez localizada la cdmara
correspondiente, el ventriculo 1zquierdo fue cuidadosamente diseccionado del ventriculo
derecho y de la pared interventricular.

e Rifon: Se realizd una laparotomia y una vez abierto el abdomen del animal, el paquete
intestinal se desplazd hacia un lateral, dejando visible el r1fidn 1zquierdo, que se encuentra
protegido por la grasa peritoneal y unida a la aorta mediante la arteria renal. Se realizd
una nefrectomia radical unilateral seccionando arteria y vena para extraer el rifion que se
secod y se limpi6 de cualquier resto de tejdo adiposo.

Los tejidos extraidos se congelaron inmediatamente situdndose mnmediatamente en nitroégeno
liguido y posteriormente se almacenaron a -80°C hasta su procesado.

1.3 Modelo ex vivo.

1.3.1 Tratamiento de VI de rata Wistar con Carvedilol

Un pequefio ensayo ex vzvo se realizd sobre corazones enteros de rata Wistar los cuales se
trataron con el antagonista B-adrenérgico carvedilol.

A partir de 3 ratas Wistar de 16 semanas de edad, se extrajo el corazoén (ver apartado 2.2
Sacrificio y obtencién de muestras) e inmediatamente se depositd en solucion de Krebs (NaCl,
118 mM; KCI, 4.7 mM; CaClz 1.8 mM; KH2PO4 1.2 mM; NaHCOs 25.0 mM; Glucosa 11.0
mM) durante 30 min y en esa misma solucién, se aiadid carvedilol 10° M durante 180 min,
a 37¢ Cy con burbujeo de carbdogeno (O2/CO2 95:5). Finalizada la incubacion, las muestras se
secaron y congelaron en nitrégeno liquido permaneciendo almacenadas a -80° C hasta su
procesado.
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1.4 Modelo 1n vitro.

1.4.1 Células HEK 293

La linea celular HEK 293 (Human Embryonic Kidney, ATCC CRL-1573) presenta morfologia
epitelial y crece en adhesion formando una monocapa. Las células fueron cultivadas en medio
DMEM (Dulbecco’ s modified Eagle’ s minimun essential medium, Sigma St Louis MO,
USA) suplementado con suero NBCS (Newborn Calf Serum, Sigma St Louis MO, USA) al
10%, L-glutamina 2 mM (Gibco BRL. Gaithersburg MD, USA), 100 U/ml de penicilina, 100
w g/ml de estreptomicina, e incubada en atmosfera hiimeda al 5% de COz y 37°C. Las células
crecen adheridas formando una monocapa. Los pases se realizaron en frascos de 25cm’ cada
2-3 dias llegando a una confluencia de entre 70 y 80%.

e  Subcultivo celular:

El cultivo de lineas celulares implica la propagacion de células inmortalizadas y/o
transformadas en superficies, normalmente de plastico, donde se adhieren y forman una
monocapa. Cuando las células cubren en casi su totalidad la superficie del soporte, se realiza
la tripsinizacion o pase de células que consiste en la disgregacion de la monocapa mediante
un proceso enzimatico y mecénico que permite el replaqueo de las células en otro frasco o
placa nueva con medio fresco.

Todas las soluciones deben de atemperarse a 37°C antes de su utilizacidn en un baio
termostatado. Toda manipulacion de cultivo celular debe de realizarse en condiciones estériles
por ello el uso de campana de flujo laminar.

Con la ayuda de una pipeta pasteur estéril se aspira el medio de cultivo y las células se lavan
con tampodn fosfato salino (PBS, Gibco) para eliminar restos de medio de cultivo y suero que
podrian 1nhibir la accién de la tripsina. Tras aspirar el PBS, se aflade Tripsina-EDTA al 0.25%
(T4049, Sigma) y se deja actuar hasta que las células comiencen a desprenderse. Cuando las
células se desprendan, se aiade medio de cultivo fresco y se recogen las células por
centrifugacion. Las células se homogenizan en medio de cultivo fresco seglin la dilucion
adecuada y se cultivan en frascos estériles (Sarsted). Las células se mantienen en estufas
termostatadas, a 37°C en atmosfera hiimeda, conteniendo 5% de di6xido de carbono (CO»).

e (Congelacion:

Las células se dejan crecer hasta un 70-80% de confluencia en frasco de 25cm?. Tras
tripsinizacion, la suspension celular se centrifuga 5 minutos a 1000g y el sedimento resultante
se resuspende en 3 ml de medio de congelacion (DMEM/ 20%NCBS / 10%DMSO). E1 DMSO
(dimetilsulfoxido, D2650 Sigma) actuard como agente crioprotector manteniendo asi la
viabilidad celular en el proceso de congelacion. Rdpidamente, el volumen total se divide en
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crioviales (0,1 - 10 millones de células por criovial) que se situardn en un recipiente de
congelacidn con 1sopropanol 1o que permitird una bajada paulatina de la temperatura cuando
se sitGien las muestras a -80°C.

e Descongelacion.

La descongelacion de las células se lleva a cabo de una manera ripida, sumergiendo los
crioviales en un baflo termostatado a 37°C hasta la licuacion de su contenido, que rapidamente
se diluyd 10 veces en medio completo con la ayuda de una pipeta. La suspension celular fue
centrifugada 5 minutos a 1000g para eliminar el crioprotector y resuspendida en medio
completo en frasco. El medio se renovo pasadas 24 horas.

1.4.2 Tratamiento con carvedilol sobre células HEK 293.

En el ensayo del tratamiento de células HEK 293 con carvedidol se situaron las células en
placa de 35 mm hasta confluencia del 60-70 % y se administro carvedilol 10° M dejindolo
actuar durante 48h, pasado este tiempo se recogieron las células con Tripure para posterior
extraccion de ARN.



2.- TECNICAS EXPERIMENTALES

2.1 Determinacion de la expresion génica.

El anélisis cuantitativo de la expresion génica de los diferentes AR y GRK se realizd mediante
RT-PCR a tiempo real , tal y como se describe a continuacion.

2.1.1 Extraccion de ARN total.

El protocolo de extraccion de ARN total es el basado en el método publicado por Chomczynski
y Sacchi en 1987. Las muestras tisulares precisan de un triturado previo, este variard
ligeramente segln el tipo de muestra. En cualquier caso y en todo momento, los experimentos
se realizaron en condiciones apropiadas libres de RNasas, en zona de laboratorio habilitada
inicamente para la extraccién de ARN cuidadosamente higienizada y tratada con inhibidor de
RNasas (RNaseZAP®, Sigma)

Durante el triturado de los tejidos, las muestras se

mantuvieron congeladas con nitrégeno liquido para evitar
su degradacion. El triturado de las muestras se realizd en
mortero. Destacar que dependiendo del tamaiio de la
muestra a triturar se utilizaron diferentes tipos de morteros
(Tabla 8). Estos se enfriaron previamente con nitrogeno S

liquido para mantener siempre temperaturas de congelacion.

Tras triturado se obtiene un homogenizado pulverulento. En Mortero de porcelana
el caso de las muestras de mayor tamafio se trituraron con
mortero estandar de porcelana y se utilizo solo una pequeia

_ porcidn del homogenizado en polvo para la extraccion de
&“- ARN total, almacendndose el sobrante. Por otro lado, para
las muestras de pequefio tamafo se utilizd el mortero de
\ precision cilindrico de aluminio para evitar la pérdida

N durante el procedimiento. En el caso de estas muestras la

totalidad del triturado llevado a homogenizado pulverulento

Mortero de aluminio se utilizo para la extraccion de ARN
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oo o Tabla8
Tipo de mortero utilizado en el procesado de triturado segin tamafio de la muestra
Muestras de humano Tamaiio Procesado
Fraccidnaorta 6-8 um Mortero precision
Biopsias ventriculo derecho trasplantado 2-4pum Mortero precision
Explante ventriculo izquierdo sano 1,5-2cm Mortero estandar
Explante ventriculosizquierdo insuficiente 1,5-2cm Mortero estandar
Explante ventriculo derecho insuficiente 1,5-2¢cm Mortero estandar
Muestra de rata Wistar Tamaiio Procesado
Ventriculo izquierdo 1cm Mortero estandar
Aorta 1,52cm Mortero estandar
Rifion 1,52cm Mortero estandar

Una vez triturada la muestra, se situd la pequefia fraccidon de polvo necesaria en un 1 ml de
reactivo de aislamiento Tripure Isolation Reagent (Roche Applied Science) (mezcla
monofisica de fenol y tiocianato de guanidina). La mezcla se homogenizo siguiendo 3 ciclos
de 15 segundos de agitacion a temperatura ambiente en vortex y se procedio al aislamiento del
ARN total. En el caso del pellet de linfocitos y células HEK 293 se afiadi6 directamente 1 ml
de Tripure y seguidamente se procedio de la misma forma que en las muestras trituradas.

Con el fin de eliminar restos de tejido y/o restos celulares no lisados, a partir del homogenizado
de las muestras con el reactivo de lisis descrito en el apartado anterior, se realizd una primera
centrifugacion a 12.000 g durante 10 minutos a 4°C, quedandonos con el sobrenadante que
deberd permanecer a T¢ ambiente durante 5 minutos. Pasado ese tiempo se afiadio a la muestra
un volumen de 200 1 de Cloroformo por cada ml de reactivo Tripure, mezclando la muestra
intensamente durante 15 segundos en vortex y dejando 10 minutos a T2 ambiente para que las
fases se separen, en este punto el ARN se disolverd en la fase acuosa y quedard en la parte
superior. Para facilitar la separacion y precipitacion del ADN gendmico, se realiz6 una segunda
centrifugacion a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. Se recogio6 la fase superior acuosa que
contenia el ARN total y se afiadi6 un volumen de 500 11 de Isopropanol, se mezclo
suavemente. Este reactivo facilita la precipitacion de los dcidos nucleicos que se producird
dejando la mezcla en reposo durante 10 minutos a T2 ambiente, transcurrido el tiempo, se
realiz6 una tercera centrifugacion a 12.000 g durante 10 minutos a 4°C, obteniendo un pellet
de ARN total. Descartamos el sobrenadante y lavamos el pellet con 1 ml de Etanol diluido al
70% en agua tratada con DEPC (dietil pirocarbonato). Para recoger el pellet lavado, realizamos
una Gltima centrifugacion a 8.000 g durante 5 minutos a 4°C. Finalmente, se descarto el
sobrenadante, queddndonos con el pellet que se sometid a secado bajo la luz de un flexo el
tiempo necesario. Para terminar, el pellet es resuspendido y disuelto en el volumen minimo
necesario de agua tratada con DEPC e inmediatamente cuantificado y almacenado a -80°C
hasta su uso posterior.
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2.1.2 Cuantificacidn y anélisis cualitativo de la integridad del ARN.

Se utiliz6 el sistema automdtico ExperionTM (Bio-Rad)
basado en la tecnologia Lab-on-a-Chip de separacion,

deteccion y andlisis mediante electroforesis microfluidica. ; .
El anélisis de la calidad y la cuantificacion de las muestras )
usadas, se realizd usando el kit de sensibilidad estdndar S ‘ "\‘ .
para andlisis de ARN total (Bio-Rad). Los chips fueron T s

cargados siguiendo las condiciones del fabricante, tal y Experion TM (Biorad)

como se detalla a continuacion.
El gel fue filtrado a 1.500 g durante 10 min, transcurrido ese periodo,
se prepard el gel tefiido con el fluorocromo especifico de ARN

proporcionado en el kit, éste gel tefiido se hizo pasar por los micro-

Chip Experion canales del chip gracias a un sistema de llenado por aire comprimido.
Seguidamente, 1 1 de cada muestra de ARN total se desnaturalizd
a70°C durante 2 minutos y pasado ese tiempo, se cargo en cada uno de los pocillos conteniendo
tampon de carga. Las muestras se separaron a través del gel microfluidico gracias a la
aplicacion de un determinado voltaje en cada pocillo, y mediante excitacion por ldser del
colorante fluorescente se visualizaron las bandas de ARN. El chip se analizo gracias al soporte
ExperionTM System V2.1 (Bio-Rad). El programa informético nos dio los valores de
concentracién (ng/ml) por muestra, asi como el valor de cociente de drea entre los picos de
ARN ribosomales (razon 28S/18S) representativo de la calidad de la muestra (valores
proximos a 2), visualizando el resultado gracias a un electroferograma y un gel virtual.

2.1.3 Transcripcion reversa (RT)

Para la reaccidn de Transcripcidon Reversa o Retrotranscripcidon (RT) de los ARN obtenidos
de cada muestra se utilizd una enzima de alta sensibilidad, Improm-II (Promega Corp.
Madison, USA), que permite partir de cantidades inferiores de ARN total (0,1-1 wg). Se
decidi6 la utilizaciéon de una enzima de alta sensibilidad a causa de las pequefias cantidades de
ARN total que se extraian a partir de biopsias de miocardio humano debido a su reducido
tamano.

Tras incubar el ARN total con el cebador oligo(dT16) (250 ng) en agua-DEPC a 70°C y luego
enfriado en hielo, se llevo a cabo la reaccion de transcripeidn reversa conteniendo tampon de
reaccion ImProm-11 ™, 3 mM de MgClz, 0,5 mM de cada deoxinucleosido trifosfato, 20 U del
inhibidor de ribonucleasas recombinante RNAsin® (Promega Corp. Madison, USA), y 1 w1
de Transcriptasa reversa ImProm-II"" (Promega Corp. Madison, USA) con un volumen final
de 20 1. Se realizo un primer ciclo de hibridacion a 25°C durante 5 min, y seguidamente, la
reaccion de extension transcurrio a 42°C durante 60 minutos. Transcurrido este periodo, la
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enzima fue inactivada incubando a 70°C durante 15 min. En todos los casos, una vez
finalizadas las reacciones, el ADNc sintetizado se almacend a -20°C hasta su posterior uso.

2.1.4 Reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (PCR)

La cuantificacion de la expresion génica, se realizd mediante la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) a tiempo real, actualmente el método mds sensible y preciso para la
deteccion de niveles de ARNm, permitiendo la cuantificacion de estos niveles a través del
empleo de compuestos con propiedades fluorescentes, en nuestro caso, sondas Tagman®.

Asi pues, los ARNm codificantes para cada uno de los diferentes subtipos de AR-a
(oA, 0B, a1p), AR-B (B1, B2, B3), cinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRK2,
GRK3 y GRKS) y para GAPDH como control interno, se cuantificaron mediante Tagman®
RT-PCR a tiempo real usando el termociclador GeneAmp 7500 Fast system. Diluciones 1/10
de la reacci6n de la transcripeidn reversa previa, se analizaron por duplicado mediante ensayos

Tagman® de  expresion

e e o Tabla9

Ensayos Tagman® de expresion génica utilizados

génica (Tagman®  Gene

Expression Assays, Applied

ENSAYOS EN MUESTRA DE RATA

Biosystems), consistentes en

Gen (Simbolo) Secuencia deref. (NCBI) Id. Ensayo

una mezcla 20X de cebadores GAPDH (Gapdh) NM_017008.3 Rn99999916 s1
y sonda Tagman® MGB @, -AR (Adrala) NM_017191.2 Rn00567876_m1
) ) w,5-AR (Adralb) NM_016991.2 Rn01471343_m1

(minor  groove  binder;

. . w,o-AR (Adrald) NM_024483.1 Rn00577931_m1
ligando de union al surco B1-AR (Adrab1) NM_012701.1 RN00824536 51
menor del ADN) marcada B>-AR (Adrab2) MN_012492.2 Rn00560650_s1
con el fluorocromo 6-FAM™ B+-AR (Adrab3) MN_013108.1 Rn00565393_m1

, GRK2 (Adrbk1) MN_012776.1 Rn00562822_m1

enel extremo 5 de la sonda
GRK3 (Adrbk2) MN_012897.2 Rn00563688_m1
y un quencher © GRK5 (GRK5) MN_030829.1 Rn00578086_m1

apantallador) no fluorescente ENSAYOS EN MUESTRA DE HUMANO

cn Cl extremo 3’ , diS@ﬁadOS Gen (Simbolo) Secuencia deref. (NCBI) Id. Ensayo

para la deteccion y GAPI.Z)H-(GAPDH.) NM_002046.3 Hs99909905_m1
TATA box binding protein (TBP) NM_003194.4 Hs99999910_m1

cuantificacion de secuencias a,,-AR (ADRA1A) Isof.3 NM_033302.2 Hs00169124 m1
génicas especificas por RT- a,5-AR (ADRA1B) NM_000679.3 Hs00171283_m1
. a,-AR (ADRA1D) NM_000678.3 Hs00169885_m1

PCR a tiempo real de dos B-AR (ADRAB1) NM_000684.2 Hs00265096_s1
pasos. Las referencias y datos B.-AR (ADRAB2) MN_000024.4 Hs00240532_s1
de interés correspondientes a B.-AR (ADRAB3) MN_000025.1 Hs00609046_m1
) GRK2 (ADRBK1) MN_001619.3 Hs00176305_m1

los diez ensayos Tagman® de GRK3 (ADRBK2) MN_005160.3 Hs00178266_m1
expresion génica utilizados se GRKS5 (GRKS) MN_005308.2 Hs00178389_m1

muestran en la Tabla 9.

Datos proporcionados por Applied Biosystam
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Los ensayos Tagman® de expresion génica estdn optimizados para alcanzar gran sensibilidad
y especificidad en condiciones universales de termociclado, garantizando su reproducibilidad.
Las sondas, siempre que fue posible, se disefiaron para hibridar en la unioén exon-exon y asi
mejorar la especificidad de hibridacion y evitar la contaminaciéon por ADN gendmico
(Tagman® Gene Expresion Assays protocol, Applied Biosystems, US). Las reacciones se
ajustaron a un volumen de 25 1 con Tagman® Universal Master Mix (AmpliTag Gold®
DNA Polymerase; Applied Biosystems, US), incluyendo 5 1 de la dilucién de la reaccion
de transcripcion reversa y 1,2 1 de la mezcla 20X de sonda (250 nM) y cebadores (900 nM)
(Tagman® Gene Expresion Assays). El1 ADNc fue amplificado segtn las condiciones del
fabricante: un primer paso de activacion de la Polimerasa a 95°C durante 10 minutos y 40
ciclos compuestos de dos pasos: desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos e
hibridacion/extension a 60°C durante 1 minuto.

2.1.5 Eleccion gen de referencia

La RT-PCR se trata de un método experimental sensible de cuantificacion del ARNm donde
se requiere una expresion invariable en los genes de referencia elegidos. La estrategia comin
es normalizar la expresion de un gen especifico para un Gnico gen de referencia, asumiendo
que la expresion del gen control o de referencia es invariable entre la comparacion de estados
fisiologicos dados (Brattelid y cols., 2010).

La validacion de eleccion de un gen o genes de referencia es importante segin muestra a
cuantificar, es evidente la dificultad de identificar un gen de referencia general, el cual pueda
ser utilizado en un nmero elevado de ensayos y diferentes tipos de muestras. Estudios previos
han testado diferentes genes de referencia en muestras procedentes de corazones insuficientes
de diferentes especies (ratdn, rata y humano) (Brattelid y cols., 2010). E1 GAPDH y el ARN
18S ribosomal son dos de los genes de referencia mds utilizados en la cuantificacion de la
expresion en muestras de corazon insuficiente (Seeland y cols., 2007; Schmechel y cols.,
2009). Dos de los genes testados en dicho estudio elegidos como controles internos en nuestras
muestras de corazdon humano insuficiente son el GAPDH y la proteina de union a TATA
(TBP).

Tras realizar la RT-PCR utilizando las sondas GAPDH y TBP sobre explantes de VI
procedentes de corazon humano insuficiente y biopsias de VD de corazones trasplantados
observamos como existe una fuerte correlacion en la expresion entre los genes de referencia
elegidos (Figura 1). Asi pues, consideramos el gen de referencia GAPDH como apto siendo el
seleccionado tanto en ensayos de expresion génica como proteica.
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Figura 1. Regresion lineal de los niveles de expresion de ARNm de los genes de referencia Gliceraldeido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) y 1a TATA-box binding protein (TBP) en muestras de VI de corazén humano insuficiente
y en Biopsias de VD de corazén humano trasplantado. Valores de Ct para un n=39 en explantes de VI y un n=17 en
Biopsias de VD. La linea continua representa correlacion positiva a P < 0,05.

2.1.5 Analisis de los resultados

Los valores del ciclo umbral ( “threshold cycle” , Ct) obtenidos para cada gen en cada
reaccion se calcularon mediante el programa informatico 7500 Fast sequence-detectionsystem
(Applied Biosystems, US). Los valores Ct fueron normalizados usando como gen de
referencia el GAPDH, siendo A Ct la diferencia entre Ct del gen estudiado y el de referencia.
El valor ACt se transform6 mateméticamente mediante la expresion Z'AQ, directamente
proporcional al nimero inicial de copias de cada gen (Livak & Schmittgen, 2001).

2.2 Cuantificacion de la expresion proteica.

El andlisis de la expresion proteica de los seis diferentes subtipos de AR y GRK estudiados,
se realizd mediante Western Blot y posterior andlisis densitométrico, como se describe a
continuacion.

2.2.1 Extraccion de proteinas totales

Las muestras, congeladas y pulverizadas, siguiendo el protocolo que se detalla en el anterior
apartado 2.1.1, se afadieron a un tubo conteniendo el tampdn de lisis RIPA compuesto por
50mM HEPES (Acido 2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il] etanosulfonico) pH 7.5, 150mM
NaCl, 10% Glicerol, 1,5mM MgClz, 0,1% SDS (Docecil Sulfato de Sodio), 100mM NaF, 1%
Triton X-100, 1% Deoxicolato sddico, acompaiado de una mezcla comercial de inhibidores
de proteasas (Complete®, Roche Applied Science). Se realizd la homogenizacidn con
sonicador (Microson™ ultrasonic cell disruptor) en 3 ciclos de 3 pulsos manteniendo la muestra
en hielo en todo momento. El homogenizado fue centrifugado a 16.100 g durante 30 minutos
a 4°C. El sobrenadante obtenido, que fue alicuotado y guardado a -80°C, contiene las proteinas
solubles.
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2.2.2 Determinacidn del contenido proteico

La concentracion de proteinas se determind mediante el método Bradford (1976), utilizando
como patron la albimina de suero bovino (Sigma). Para éste protocolo se diluyeron los
extractos de proteinas totales, con el reactivo colorimétrico de Bradford (Colorante Azul
Brillante de Coomassie G-250) (Bio-Rad). Tras la mezcla se procedid a la lectura del color
emitido a una longitud de onda de 595 nm para cada una de las muestras por duplicado, usando
para tal efecto un lector de placas Multiskan EX (Lab Systems Inc.). Extrapolando los valores
de absorbancia en la recta patron obtenida, obtuvimos los valores de concentracidon de
proteinas en la muestra.

2.2.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida con Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-
PAGE) y Western Blot.

Tanto la SDS-PAGE como el Western Blot se realizaron siguiendo métodos estdndar. Los
geles de poliacrilamida se prepararon usando una solucién mixta de acrilamida/bis-acrilamida
al 40% (Bio-Rad). El gel de separacion de proteinas se prepar6 en todos los casos a una
concentracion del 10% de acrilamida, en tampdn Tris-HCI 375 mM a pH 8.8, y 0,1% de SDS;
mientras que el gel de concentracidon de proteinas se prepar6 a una concentracion del 3% de
acrilamida, en tampon Tris-HCI 125 mM a pH 6.8, y 0,1% de SDS. Para catalizar la reaccion
de polimerizacion se us6 persulfato de amonio (Bio-Rad), y NNN N -
tetrametiletilendiamina (Bio-Rad).

Cantidades similares de proteinas (50 £ g) contenidas en el extracto de proteinas totales,
fueron desnaturalizadas siguiendo las condiciones del método publicado por Laemmli en 1970,
desnaturalizacion a 95°C durante 5 min en tampon de carga conteniendo 60 mM de Tris-HCl
a pH 6.8, 10% de glicerol v/v, 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol v/v y 0,01% de azul de
bromofenol. De forma paralela, y para determinar el peso molecular de los péptidos detectados,
se cargd en el gel el marcador de pesos moleculares Precision Plus Protein Standard-
Kaleidoscope (Bio-Rad).

La electroforesis se realizd en tampdn de electroforesis Tris-Glicina-SDS (25 mM de Tris a
pH 8.3, 192 mM de glicina, y 0,1% de SDS) a un voltaje constante de 115 V durante 2 h.
Transcurrido ese tiempo, las proteinas separadas, se transfirieron a una membrana de fluoruro
de polivinildieno (PVDF) durante 2 h a 4°C a un amperaje constante de 375 mA (transferencia
liquida) en tampdn de transferencia Tris-Glicina- Metanol (25 mM de Tris a pH 8.3, 192 mM
de glicina, y 20% de Metanol). En ambos casos, se usd un Mini-Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell system (Bio-Rad).
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Las membranas se bloquearon con leche desnatada en polvo al 6 % en tampodn fosfato salino
(Roche) con 0,1% Tween20 (Bio-Rad) (PBS-T-Leche) durante 1 h a temperatura ambiente y
en continua agitacion. Se lavaron con PBS-T y se incubaron a 4°C durante toda la noche con
los anticuerpos policlonales de cabra diluidos en PBS-T-Leche frente a cada uno de los AR y
GRK estudiadas. Las diluciones y los anticuerpos primarios empleados se detallan en la Tabla
10. Se realizaron tres lavados con PBS-T de 15 min en agitacidn y se incubaron con los
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa apropiados en cada caso (ver Tabla 10),
en solucion PBS-T-Leche durante 50 min a temperatura ambiente. Para evitar restos de
anticuerpo no unido, las membranas se lavaron intensamente con PBS-T antes de su revelado.
Como control de carga se utilizaron los anticuerpos policlonales de conejo frente a GAPDH.

o o o Tabla10

Anticuerpos utilizados en el estudio de la expresién proteica

Proteina Anticuerpo primario Dilucion Anticuerpo secundario
GAPDH Ac.policlonal de conejo (G9545; Sigma) 1:2500 Anti-rabbit 1gG (GE Healthcare); 1:2500
C[1A-AR Ac.policlonal de cabra (sc-1477; Sta. Cruz) 1:100 Anti-goat IgG (Jackson IR); 1:2500
[31-AR Ac.policlonal de conejo (5¢-568; Sta. Cruz) 1:100 Anti-rabbit 1gG (GE Healthcare); 1:2500
BZ'AR Ac.policlonal de conejo (sc-9042; Sta. Cruz) 1:500 Anti-rabbit 1gG (GE Healthcare); 1:2500
GRK2 Ac.policlonal de conejo (s¢-562; Sta. Cruz) 1:250 Anti-rabbit 1I9G (GE Healthcare); 1:2500
GRK3 Ac.policlonal de conejo (s¢-563; Sta. Cruz) 1:250 Anti-rabbit 19G (GE Healthcare); 1:2500
GRK35 Ac.policlonal de conejo (5¢-565; Sta. Cruz) 1:250 Anti-rabbit 19G (GE Healthcare); 1:2500

Datos obtenidos de fas compafiias Sarta Cruz Biotechnology, Sigma-Akirich, General Electric Heakthcare o Jackson immuno Research, seqgun fa
procedencia delanticuerpo

2.2.4 Analisis de los resultados

Las imdgenes de quimioluminiscencia fueron capturadas inmediatamente mediante un
Autochemi™ Bioimaging System usando el soporte informdtico de captura Labworks 4.6
(Ultra-Violet Products Ltd. Cambridge, UK), gracias al cual también se realizo el analisis
densitométrico mediante densitometria Optica de las bandas correspondientes a cada una de
las proteinas estudiadas, normalizando con respecto a la densidad optica obtenida para el
control de carga GAPDH, y expresando los resultados como unidades arbitrarias de proteina.
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2.3 Estudio de la union de radioligandos.

A partir de ensayos de unién del radioligando ["H]JCGP12177 estudiaremos la proporcion de
AR-B existentes en corazén humano insuficiente. Realizaremos ensayos de saturacion donde
se mide la cantidad de ligando unido para una cantidad fija de receptores.

2.3.1 Obtencion de membranas.

A partir de triturado de explantes de VI de corazon insuficiente almacenados a -80°C situamos
entre 1 y 1,5 g de triturado en tampon Tris-EDTA-HCI 10mM, ImM EDTA pH 7.5 junto con
inhibidores de proteasas en una proporcién 1/10 (p/v). Homogenizaremos con ayuda de un
homogenizador ultra turrax (Janke & Kunkel, Starfen, Alemania) durante 10 segundos a
velocidad media. A continuacion, filtraremos el homogenizado a través de filtros de nylon con
ayuda de un sistema de filtracidon con bomba de vacio desechando las porciones de tejido no
homogenizado. Centrifugaremos el homogenizado obtenido durante 15 min a 1500 g
quedandonos con el sobrenadante y obteniendo asi proteinas totales, las cuales cuantificaremos
mediante el método Bradford (Ver apartado 2.2.2)

2.3.2 Ensayos de saturacion

Los experimentos de saturacion se realizaron incubando por duplicado

2 mg de homogenizado de explantes de VI en presencia de Y
concentraciones crecientes 0,1-10 nM, del radioligando ['HJCGP12177 ﬁ\F °
(Amersham International, Buckinghamshire, UK) (agonista B1y B2). La OLH "ol
unidn inespecifica se determind en presencia y ausencia de Propanolol HO H:(': g:;
(RBI, Natick MA, USA) 10°M en volumen
(+)-CGP12177

o /\(\H ,l\ final de 250 ul en Tris-HCI FSOmM, pH 7.5).
OH El propanolol es un antagonista no selectivo de los ARs-B1y B2 que
Propanolel €N UNa concentracion elevada (10° M) impide que el radioligando
se fije al AR. La radioactividad debida a uniones inespecificas del
[H]JCGP12177 se define como la radioactividad unida que no es desplazada por una
concentracion elevada de propanolol. La diferencia entre la union total y la unidn no especifica
es considerada como la fijacion especifica del ['HJCGP12177 al AR-B presente en corazon.

Las muestras se incubaron durante 1 hora a 25°C con agitacion constante. Tras el periodo de
incubacion, se afiadio a los tubos tampdn de incubacién frio Tris-HC1 (50mM, pH 7.5) (4°C)
y se realizd una filtracidn rapida en filtros de fibra de vidrio (Schleider & Schuell, GF52)
previamente humedecidos en solucién de polietilenimina (Sigma) al 0,1%. Se utilizd un
filtrador automatico para maltiples muestras (Cell Harvester Brandel M24R), los filtros se
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lavaron tres veces con 4 ml de tampon frio y tras secarse a temperatura ambiente, se colocaron
en viales a los que se anadio liquido de centelleo (4 ml) (BCS, Amersham). Se valoro la
radioactividad retenida en los filtros con un contador de centelleo (Wallace 14.10).

2.3.3 Analisis de los resultados

e Determinacion de Ko y Bmax.

Los valores de unién especifica para cada concentracion de radioligando se calcularon como
la diferencia de los datos experimentales de unién total y de unidn inespecifica de
['HJCGP12177 y se ajustaron por regresion lineal a la ecuacion de una hipérbola mediante el
programa Prism v.4.0 (Graph Pad Software;) obteniéndose los siguientes pardmetros.

Kb (constante de disociacion en el equilibrio): Representa la inversa de la constante
de afinidad que posee el radioligando por el AR-B y corresponde a la concentracion
de radioligando necesaria para ocupar €l 50% de los receptores. Se representa en
concentraciéon molar

- Bmax (nimero maximo de lugares de fijacion): Representa la densidad de ARs-B en

un determinado tejido. Se expresa en fmol/mg de proteinas.



3.- ANALISIS ESTADISTICOS DE Los RESULTADOS

Los resultados se representan como la media * el error estdndar de la media (e.e.m.) para las
n determinaciones obtenidas de diferentes muestras. El andlisis estadistico incluye un andlisis
de varianza (ANOVA) seguido por el test de Dunnet para la comparacion de mas de dos
muestras o el test t de Student para dos muestras independientes (Prism v.4.0; Graph Pad
Software). Las diferencias fueron consideradas significativas cuando P < 0,05.

Para determinar si existen correlaciones entre dos variables analizadas, utilizamos el anélisis
de regresion lineal que nos informa acerca de la existencia o no de relacion lineal (si P < 0,05).
Se evalud el coeficiente de correlacion de Pearson (Prism v.4.0; Graph Pad Software) para
conocer la intensidad de la correlacion (segln el valor absoluto del coeficiente de Pearson
entre 0y 1) y de su sentido (relacion inversa entre variables, si el signo es negativo, o directa,
s1 es positivo).
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El primer trasplante de corazdn exitoso en el mundo se llevé a cabo el 3 de diciembre
de 1967. El cirujano sudafricano Christiaan Barnard lideré un equipo de 20
cirujanos para operar a un hombre lituano, llamado Louis Washkansky, un
comerciante de ultramarinos de Ciudad del Cabo (Suddfrica) que sobrevivié solo 18
dias y murié de neumonia. En Espafria el primer trasplante se realizé en el Hospital
La Paz de Madrid en 1968, aunque el paciente murié a las pocas horas
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RESULTADOS

Laborioso se ha hecho ordenar los numerosos resultados obtenidos en el desarrollo de la
presente tesis por la gran cantidad de datos, por un lado clinicos procedentes del dambito
hospitalario y por otro experimentales adquiridos en el laboratorio. Por ello, para una
mejor comprension y discusion de estos, constituiremos el apartado de resultados en cinco
grandes bloques:

1.- Expresion de los AR y GRK en el sistema cardiovascular y cambios
observados en IC e HTA.

Analizaremos los diferentes tipos de expresion de los AR (oua, cuas, cup, P1, B2y B3) ¥
las GRK (GRK2, GRK3 y GRKY5) a nivel génico, y en algunos casos proteico, en
muestras representativas del sistema cardiovascular en muestras humanas y modelos
animales.

2.- Cambios en la expresién de AR y GRK inducidos por los tratamientos de
eleccibn en la IC.

Las enfermedades cardiovasculares requieren de un tratamiento especifico para mejorar la
morbilidad y supervivencia de los pacientes. El tratamiento seleccionado variard segtn el
tipo y etiologia de la enfermedad instaurada en cada paciente. Por ello, se examinard
como los diferentes tratamientos farmacologicos pueden afectar la expresion de los
distintos subtipos de AR y GRK. De entre todos los principios activos estudiados haremos
mayor hincapié en dos de los mds importantes farmacos utilizados en la IC, el B-
bloqueante carvedilol y el IECA captopril.

Ademads, para corroborar la implicacidon de los diferentes tratamientos sobre los AR y
GRK en modelo humano y animal, llevaremos a cabo estudios 2 vitro en células HEK
293y ex vivo en corazon de rata Wistar tratados con carvedilol.
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3.- Correlacion entre la expresion de los AR y GRK y las variables clinicas.

Cada muestra humana proporcionada por las unidades de cardiologia del Hospital
Universitario y Politécnico la Fe de Valencia y el Hospital de la Ribera de Alcira
(Valencia) fue acompafiada con la base datos de variables clinicas procedentes del
historial clinico del paciente correspondiente.

Agrupando datos originarios de la historia clinica de cada paciente obtendremos las
caracteristicas demogréficas y antropométricas de la poblacién en estudio. Por otro lado
nos permitirdn la realizacion de andlisis estadisticos entre las diferentes variables clinicas
y los niveles de expresion de los AR y GRK en cada muestra, y conocer asi, las posibles
correlaciones existentes entre ambos.

4.- Correlaciones en la expresion de AR y GRK entre distintos territorios

En probabilidad y estadistica, la correlacion indica la fuerza y la direccién de una relacion
lineal y proporcionalidad entre dos variables. Se considera que dos variables cuantitativas
estdn correlacionadas cuando los valores de una de ellas varfan sistemdticamente con
respecto a los valores homénimos de la otra: dos variables (A y B) poseen correlacion si
al aumentar (o disminuir) los valores de A lo hacen también los de B (o a la inversa). Con
ello, a partir de las diferentes expresiones obtenidas entre 1os AR y GRK se analizo si
existia una posible correlacion entre la expresion en VI'y VD, o bien entre las cavidades
cardiacas y los linfocitos circulantes. La existencia de esta correlacion permitiria
establecer la existencia de un mecanismo regulador comdn en los distintos territorios y,
por tanto, la utilizacion de los linfocitos circulantes como biomarcadores de los cambios
que se puedan producir a nivel cardiaco.

5.- Correlaciones entre AR y GRK en un mismo territorio

A partir de las diferentes expresiones de los AR y GRK mediante estudios de regresion
lineal analizaremos la presencia de correlacion entre los diferentes AR y sus cinasas
reguladoras en cada territorio estudiado. La existencia de esta correlacion entre AR/GRK
sugeriria la actuacion de un mecanismo regulador comin para cada pareja de genes asi
como la posible especificidad de una cinasa por un AR.



1.- Expresion de los AR y GRK en el sistema
cardiovascular y cambios observados en IC e HTA

Los cimientos de esta tesis se basan en el estudio de la expresion génica de los AR y sus
GRK reguladoras a nivel cardiovascular. En este primer apartado estableceremos como
los AR y las GRK se expresan y distribuyen en los diferentes tejidos méas representativos
del sistema cardiovascular, destancando su 6rgano central, el corazon.

Una sencilla manera de entender mejor la idiosincracia de estas proteinas es comparando
sus posibles cambios de expresion en estados de enfermedad frente a estados de
normalidad. Por ello, a partir de diferentes tipos de muestras obtenidos de modelo
humano y animal separados en estados de normalidad/sanos y de enfermedad/IC o
hipertension, estudiaremos mediante técnicas de expresion génica (RT-PCR),
inmunobloting (WB) y union de radioligandos como se ven afectados los principales AR
(oua, 01aB, 01D, P1, B2 ¥ B3) vy tres de sus cinasas reguladoras (GRK2, GRK3 y GRKYS)
mayoritariamente expresadas en el sistema cardiovascular.

1.1 Modelo humano

Ademads de las muestras de VI (n=4) obtenidas de donantes de los que desconocemos sus
caracteristicas, la poblacion incluida en el estudio (n=105) se distribuye en los siguientes
grupos segin sus caracteristicas demograficas, antropométricas y clinicas:

o o o Tlabla11.

Caracteristicas demograficas y antropométricas de la poblacién

EXPLANTES
LINFOCITOS LINFOCITOS

Control Hipertension Insuficiencia Trasplante

cardiaca cardiaco
Edad (afios) 4145 5343 52 +2 47 +4
Rango de Edad 23-64 31-67 17-68 16 - 63
Hombre/ Mujer (n) 1219 (21) 12 /13 (25) 32/10 (42) 13714 (17)
Peso (Kg) 80,7+58 80,4+ 4,8 77 %2 67,5+32
Talla (cm) 172 42 167 +3 168 1,2 168 +2
IMC (kg/m?) 215+13 281 £12 26807 241408

Valores expresados como la media + e.e.m. IMC indica el Indice de Masa Corporal.
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1.1.1. Corazbn

1.1.1.1. Ventriculo 1zquierdo procedente de donante

Trabajamos con 4 muestras de VI procedentes de corazon de donantes que, finalmente, no
se han considerado adecuados para el trasplante.
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Figura 2. Andlisis de la expresion de los diferentes subtipos de AR y GRK en
explantes de VI de coraz6én sano. Valores normalizados utilizando como gen de
referencia el GAPDH y expresados como 2% de un n=4. A) Gréfico de barras donde
se representa la media * e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se representa la media
T e.e.m del porcentaje de los niveles de expresion de los subtipos en cada paciente.

La Figura 2 muestra, al 1igual que describio Brodde en 1991 en los primeros estudios de
expresion de AR en VI, que el subtipo mayoritario es el B1, con un porcentaje del 70-
80%, frente al 20-30% del P2, siendo minoritario el Ps. En el caso de los subtipos o, los
cuales se expresan en menor proporcidon que los subtipos B, el aia destaca como
mayoritario, resultados que también concuerdan con estudios anteriores (Graham y cols.,
1996; Jensen y cols., 2009b). Por otro lado, GRK2 y GRKS aparecen en nuestros
resultados como las GRK predominantes en VI como ya se exponia con anterioridad
(Belmonte & Blaxall 2011).
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1.1.1.2. Corazon trasplantado

Ademads de corroborar el correcto funcionamiento de los corazones trasplantados con
pruebas hemodindmicas, se obtuvieron biopsias del VD para la realizacidon de estudios de
infiltracion linfocitaria descartando asi posibles rechazos del trasplante. Una parte de
estas biopsias se cedid para realizar estudios de expresion génica. Trabajamos en este
caso con 17 biopsias cuyas caracteristicas clinicas se detallan en la Tabla 11.
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Figura 3. Anélisis de la expresién de los diferentes subtipos de AR y GRK en biopsias de
VD de corazones trasplantados. Valores normalizados utilizando como gen de referencia
el GAPDH y expresados como 22 de un n=17. A) Grafico de barras donde se representa
la media * e.em. B) Diagrama de sectores donde se representa la media * e.e.m del
porcentaje de los niveles de expresion de los subtipos en cada paciente.

En biopsias de VD de corazon trasplantado (Figura 3), los subtipos de AR mayoritarios
son P1 y P2 al igual que ocurria en VI de corazéon sano. En el caso de las biopsias, a
diferencia de los explantes de VI de corazdn sano, la proporcion Pi/B2 cambia
significativamente, siendo de un 58.6%1.6% para el subtipo B1 en VD frente al 72.1 9.5
para este mismo subtipo en VI (p= 0,6002) y de un 41.3+1.4% para el subtipo B2 en VD
frente al 27.719.5% en el VI (**p = 0,0064), lo que indica un mayor nivel de expresion
del subtipo B2 en VD de corazon trasplantado respecto al VI del corazén sano.
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En el caso de los AR au, las expresiones y proporciones de cada subtipo se asemejan a las
mostradas en VI de corazon sano, siendo el mayoritario el oua. Respecto a las cinasas
reguladoras se mantiene la GRKS como mayoritaria.

1.1.1.3. Corazon insuficiente

De corazones insuficientes extirpados procedentes de pacientes sometidos a trasplante
cardiaco se obtuvieron porciones o explantes de VI'y VD con los que realizamos estudios
de expresion de ARNm para los diferentes subtipos de AR y GRK.

En las siguientes figuras, los resultados obtenidos en VI y VD de pacientes con IC, se
confrontan con los obtenidos en las muestras de corazon sano y biopsisas obtenidas del
VD del aloinjerto, para conocer asi las posibles diferencias de expresion entre estados de
normalidad funcional (donantes y pacientes trasplantados) e insuficiencia cardiaca.
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Figura 4. Andlisis comparativo de expresion de los diferentes subtipos de AR-01 en muestras de corazén sano
frente a insuficiente. Valores normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 274
de un n=4 en explantes de VI sano, n=17 en biopsias de VD de corazon transpantado, n=42 en explantes de VI de
corazon insuficiente y n=31 en explantes de VD de corazon insuficiente. A) Gréfico de barras donde se representa
la media * e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se representa la media T e.e.m calculando el porcentaje de los
niveles de expresién de cada subtipo en cada paciente. Siendo en ambas representaciones * P < 0,05, ** P < 0,01,
% P < (0,001 vs. VI sano o VD biopsias, seglin €l test t de Student para variables independientes.
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Por 1o que respecta a los AR-au, tal como queda reflejado en la Figura 4, no se observan
diferencias significativas entre el VI sano o insuficiente, pero vemos una disminucion de
la expresion de ARNm de los tres subtipos en VD de corazon insuficiente, llegando a ser
significativo para aug y oup. Este hecho muestra como la expresion de estos subtipos es
menor en corazon insuficiente, observando en el aloinjerto, tras el trasplante, una mayor
expresion de los AR-o1 en el VD. Considerando el porcentaje de cada subtipo respecto al
total en cada cavidad cardiaca, a nivel del VI no aparecen cambios caracteristicos,
mientras que en VD existe una disminucion significativa en el porcentaje de expresion del
subtipo aig en VD de corazéon insuficiente respecto a las biopsias obtenidas tras el
trasplante.

En el caso de las diferencias de expresion de los AR-ou entre las diferentes cavidades (VI
y VD) de corazon insuficiente, observamos que la expresion del subtipo o €s

significativamente menor en VD que en VI (p= 0,0008), no siendo asi a nivel de los
subtipos aua (p=0,180) y aup (p= 0,234).

A nivel de los AR-B (Figura 5), distinguimos en corazoén insuficiente una disminucion
marcada y representativa de la expresion de ARNm del subtipo P1 en ambas cavidades
del corazon (Figura 5A). En el caso del subtipo B2 aparece un aumento de la expresion en
VI de los pacientes con IC frente a donantes sanos y disminucion en VD respecto a la
expresion en casos de trasplante (Figura 5A). No se manifiestan cambios significativos en
el subtipo B3 cuya expresion es muy minoritaria respecto a los otros dos.

Esta disminucion dréstica de la expresion del subtipo B1 en corazon insuficiente lleva a la
aparicidon de un cambio en la armonia entre Pi/P2 existente en estados de normalidad
funcional. Este cambio se observa bien en la representacion de diagramas de sectores, con
el porcentaje de cada subtipo respecto al total, donde aparecen cambios significativos en
ambas cavidades (Figura 5B). Mientras que los niveles de normalidad se encuentran en un
70-80% B1 / 20-30% P2 como ya revel6 Brodde en 1991 y que corroboramos en la
presente tesis en las Figuras 2 y 5, en la IC pasan a ser cerca del 50% 1/ 50% 2. Estos
resultados sugieren que la contribucion relativa de subtipo B2 en la respuesta adrenérgica
podria estar incrementada en la IC. Por lo que respecta al nivel de expresion de los AR-B
entre las diferentes cavidades (VI y VD) de corazon insuficiente, observamos que no
aparecen diferencias significativas en la expresion de los diferentes subtipos (Bi1, p=
0,789; B2, p=0,079; Bs, p= 0,366).
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Figura 5. Anélisis comparativo de la expresién de los diferentes subtipos de AR - en muestras de corazén
sano frente a insuficiente. Valores normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados
como media de 22t de un n=4 explantes de VI sano, n=17 biopsias de VD de corazén transpantado, n=42
explantes de VI de corazon insuficiente y n=31 explantes de VD de corazon insuficiente. A) Gréfico de
barras donde se representa la media * e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se representa la media  e.e.m
calculando el porcentaje de los niveles de expresion de cada subtipo en cada paciente. Siendo en ambas

representaciones ** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. VI sano o VD biopsia, seglin el test t de Student para
variables independientes.

Al realizar cdlculos de proporcién relativa del total de los AR mayoritarios en cada
cavidad (Figura 6) observamos a nivel de VI insuficiente como el AR-oua aumenta su
proporcién respecto del total de un 5% al 10%. Este aumento se produce a causa de la
drastica disminucion del AR-P1, hecho que podria llevar al subtipo oia a ostentar una
mayor implicacion en las funciones cardiacas en situaciones de IC.
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Figura 6. Proporcion relativa AR-aua, B2y B2 en VI'y VD de corazén sano, insuficiente y
post-trasplante.

A nivel de las GRK, tal como muestra la Figura 7, aparece un incremento significativo de
la 1soforma GRK?2 en VI insuficiente respecto al sano. Se observa una mayor expresion
de GRKS5 en VD insuficiente previo al trasplante. En lo que respecta a los porcentajes
representados mediante diagrama de sectores, se observa una proporcién menor de la
GRK?2 y mayor de GRKS en las muestras de VD insuficiente comparado con el VD del
corazbn trasplantado.

En el caso de las diferencias en la expresion de las GRK entre las cavidades (VI'y VD) de
corazon insuficiente, observamos que no aparecen cambios significativos en la expresion
de ninguna de las tres cinasas (GRK2, p=0,552; GRK3, p=0,501; GRKS, p= 0,831).
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Figura 7. Anélisis comparativo de la expresion de los diferentes subtipos GRK en muestras de corazon sano
frente a insuficiente. Valores normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como
media de 272 de un n=4 explantes de VI sano, n=17 biopsias de VD de corazén transpantado, n=42 explantes
de VI de corazoén insuficiente y n=31 explantes de VD de corazoén insuficiente. A) Grafico de barras donde se
representa la media * e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se representa la media * e.e.m calculando el
porcentaje de los niveles de expresion de cada subtipo en cada paciente. Siendo en ambas representaciones * P
< 0,05, ** P < 0,01 vs. VI sano o VD biopsia, seglin el test t de Student para variables independientes.

1.1.1.3.1. Expresion de AR y GRK segtin etiologia de la IC

La poblacion objeto de estudio a partir de la cual se obtuvieron las muestras de VI y VD
durante el proceso del trasplante cardiaco poseia una severa IC en fase terminal o clase
IV segtn la clasificacion de la NHYA. La IC puede ser desencadenada por diferentes
tipos de cardiopatias, por ello, tras el estudio de la expresion de ARNm de los AR y GRK
de corazones 1nsuficientes procedentes de los 42 pacientes, distribuimos los datos
obtenidos en tres grupos segln el tipo de cardiopatia causante de la IC. En nuestro caso y
como muestra la Tabla 12, fueron la Cardiopatia Isquémica (CI) y la Miocardiopatia
dilatada (MD) las predominantes, y a partir de las cuales se constituyeron los dos
primeros grupos. El tercer grupo, denominado NI-ND (No isquémicas-No dilatadas)
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engloba una amalgama de muestras que no se podian incluir en los dos anteriores. En este
tercer grupo se incluyen pacientes con valvulopatias, displasia de VD, retrasplante,
miocarditis, enfermedad restrictiva y cardiopatia congénita. A partir de estos grupos
realizamos, ademds del estudio génico mediante RT-PCR, estudios a nivel proteico de
inmunobloting mediante WB y de unién de['HJCGP12177, radioligando especifico de los
AR-PB, para conocer asi los diferentes cambios que se dan en la expresion de los AR y
GRK segtin el tipo de cardiopatia sufrida.

o o o Tabla12

Etiologia de la Insuficiencia Cardiaca

n (%)

Cardiopatia Isquémica 10 238

Miocardiopatia dilatada 17 40,5

No Isquémicas-No dilatadas 15 35,7
Valvulopatias 3 57
Miocarditis, Sarcoidosis, Mastocitosis 3 57
Retrasplante 2 38
Displasias del VD 2 3,8
Enfermedad restrictiva 2 3,8
Miocardiopatia hipertréfica 2 19
Congénitas 1 1,9

Distribucion de las diferentes etioclogias de la Insuficiencia Cardiaca para
un fotal de 42 pacientes

En la mayoria de los casos estos pacientes, ademds de la IC avanzada, poseian algunas
enfermedades asociadas las cuales mostramos en la Tabla 13.

o o o Tabla13
Enfermedades asociadas

n (%)
Hipercolesterolemia 19 45,2
Diabetes mellitus 8 19
Hipertension arterial 6 14,3
Hipertrigliricemia 2 47
Hiperuricemia 2 47

Distribucion de las diferentes enfermedades asociadas que
presentan un tofal de 42 pacientes con Insuficiencia Cardiaca
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Sobre los AR-0u se realizaron estudios de RT-PCR en los tres subtipos (ou1a, i y oup),
asi como también estudios de WB sobre el subtipo aa mayoritario, el aza. Como muestra
la Figura &, en ninguno de los tres subtipos o1 se encontraron cambios significativos entre
los diferentes grupos de etiologias de la IC. A nivel del subtipo a1 tanto a nivel génico
Ccomo proteico no existieron cambios.
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Como ya se mostro en la Figura 5, donde se representaron los niveles de expresion de los
AR-B en corazon insuficiente y donde se comprobd una evidente disminucidon en la
expresion de los AR-P1, la Figura 9 vuelve a revelar esta tendencia, pero esta vez, se
desglosa en cudl de las etiologias causante de la IC se encuentra mds patente esta
disminuciodn, correspondiendo a los pacientes con CI en los que disminuye el AR-B1 tanto
en VI como en VD. En los otros dos casos, observamos una disminucion significativa del
AR-B1 soélo en VI de pacientes con MD y en el VD de pacientes NI-ND (Figura 9A).
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En explantes de VI, ademas de realizarse estudios de RT-PCR, se llevaron a cabo técnicas
de inmunobloting (Figura 9B). En ambas casos aparece una disminucion significativa del
AR-B1 en CI y MD. En el subtipo P2 no observamos cambios significativos entre
etiologias en ninguna de las dos cavidades cardiacas (Figuras 9A y 9B)
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Figura 9. Anilisis comparativo de niveles de expresién de los AR-p en VI y VD obtenidos de grupos de
pacientes clasificados segln etiologia de la IC. A) Niveles de ARNm (RT-PCR). Valores normalizados
utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como media de 2% * e.e.m de VI sano (n=4), CI
(VI=10 y VD=7), MD (VI=17 y VD=10) y NI-ND (VI=15 y VD=9). Siendo *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001
vs VI sano, seglin ANOVA seguido del test de Dunnett. B) Niveles de proteina inmunodetectable en VI (WB).
Valores normalizados utilizando como control de carga el GAPDH, expresados como el ratio de proteina
inmunodetectable (n=7-8). Siendo *P<0,05, **P<0,01 vs NI-ND, segtin ANOVA seguido del test de Dunnett.
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Tras observar mediante RT-PCR y WB la disminucion del subtipo P1 en VI de
pacientes con CI y MD, nos ayudaremos de una tercera prueba experimental para
corroborar tal descenso. Asi pues, a partir de ensayos de uniéon del radioligando al
receptor, buscaremos conocer la proporcion de AR-P existentes en los tres grupos de
cardiopatias (CI, MD y NI-ND) en corazéon humano. Realizaremos ensayos de
saturacion (o curva de unién) donde se mide la cantidad de ligando unido para una
cantidad fija de receptores. Tal como se muestra en la figura 10, este ensayo mostrd
una mayor proporcion de AR-B en los pacientes con cardiopatias NI-ND.
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Figura 10. Uni6n especifica de ['H]CGP12177 sobre receptores P adrenérgicos en
VI de pacientes con cardiopatia isquémica (CI), miocardiopatia dilatada (MD) y
cardiopatias no isquémicas no dilatadas (NI-ND). Los valores cuantificados
representan la media * e.e.m de n=3 pacientes para cada grupo. Siendo * P < 0,05
vs. NI-ND, segtin ANOVA seguido del test de Dunnett.

Por dltimo, si analizamos los cambios en la expresion de las GRK en los tres grupos de
cardiopatias, observamos que en el caso de la GRK?2, existe un aumento en la expresion
del ARNm en MD y NI-ND de VI (Figura 11A), observandose también a nivel de
inmunoproteina detectable (Figura 11B). En VD la GRK?2 disminuye acentuadamente en
CL. La GRK3 no presenta cambios relevantes en ninguna de las cavidades. La GRKS
aumenta marcadamente en VI tanto a nivel génico como proteico en NI-ND, mientras que
en VD el aumento es significativo en estudios de RT-PCR.
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Figura 11. Anélisis comparativo de niveles de expresion en las GRK en VI y VD obtenidos de grupos de pacientes
clasificados segfin etiologia de la IC. A) Niveles de ARNm (RT-PCR). Valores normalizados utilizando como gen
de referencia el GAPDH y expresado como media de 22t * e.e.m de VI sano (n=4), CI (VI=10 y VD=7), MCD
(VI=17 y VD=10) y NI-ND (VI=15 y VD=9). Siendo *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 vs sano, segin ANOVA
seguido del test de Dunnett. B) Niveles de proteina inmunodetectable en VI (WB). Valores normalizados utilizando
como control de carga el GAPDH, expresados como el ratio de proteina inmunodetectable (n=7-8). Siendo
*P<0,05, **P<0,01, ***P<(,001 vs NI-ND, segtin ANOVA seguido del test de Dunnett.

1.1.1.3.2 Variables clinicas segln etiologia de la IC.

Comparando los diferentes grupos de cardiopatias (NI-ND, MD, CI) observamos las
diferencias que se dan a nivel de dos importantes variables clinicas en el diagnostico de la

IC, la FEVI (Figura 12) y DTS-VI y DTD-VI (Figural3)

Se observo que los pacientes que sufrieron una isquemia (CI) o miocardiopatia (MD)

poseian una FEVI significativamente reducida en comparacion con los pacientes NI-ND.

T

b33
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Figura 12. FEVI segfin grupos de cardiopatias.
Valores cuantificados representan la media £ e.e.m de
n=10 para CI, n=17 para MD y n=15 para NI-ND.
Siendo * P < 0,05, ** P < 0,01 vs. NI-ND segtin
ANOVA seguido del test de Dunnett.
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En el caso del didmetro del VI tras punto final de la sistole y didstole se observa que
existe un aumento tanto en MD y CI respecto a NI-ND.
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Figura 13. Andlisis de los niveles de DTS y DTD en VI segtn grupos de cardiopatias (CI, MD, NIND).
Pacientes con cardiopatias, CI n=10, MD n=13 y NI-ND n=14. Los valores cuantificados representan la media
=+ e.e.m. Siendo * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < (0,001 vs. NI-ND segtin ANOVA seguido del test de Dunnett.

1.1.1.3.3 Expresion de AR y GRK en VI segtin FEVI

Agrupando los pacientes con IC segtin FEVI >25% y FEVI <25% (Figura 14) vemos
como el AR-B1 se encuentra disminuido significativamente en el grupo donde el corazon
bombea menor cantidad de sangre o posee una funcionalidad mas mermada. De la misma
forma ocurre con la GRKS que disminuy6 en el grupo con FEVI<25%.
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Figura 14. Anilisis de los niveles de expresion génica de los AR y GRK en VI segln niveles de FEVI.
Pacientes con FEVI<25% n=21 y FEVI>25% n=6. Los valores cuantificados representan la media = e.e.m.
Siendo * P < 0,05, ** P < 0,01 FEVI<25% vs. FEVI>25% segtin el test t de Student.
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1.1.2. Fraccién Monolinfocitaria circulante (FMLC)

A partir de la extraccidn de sangre de los diferentes pacientes se aislo la fraccion FMLC
de donde se extrajo ARNm para la realizacion de estudios de expresion génica. Pocos son
los estudios realizados en relacion a la expresion de los AR y las GRK en FMLC. Se
conoce que el subtipo mayoritario es el B2 del cual algunos autores han sugerido que
podria ser la posible conexion existente entre el sistema inmunitario y €l sistema nervioso
simpatico (Kin & Sanders, 2006).

o o o Tabla 14

Caracteristicas demogréficas y antropométricas de la poblacién incluida en el estudio de la FMLC

Control Hipertensién Hipertension  Insuficiencia  Trasplante

tratada cardiaca cardiaco
Edad (afios) 4115 463 59%2 49+5 47 £4
Rango de Edad 23-64 31-60 52 - 67 17-63 16 -63
Hombre/ Mujer (n) 1219 (21) 817 (15) 476 (10) 1113 (14) 13/4 (17)
Peso (Kg) 807458 813+4 797456 748+39 675432
Talla (cm) 1722 171 +2 163+3 167 +2 168 +2
IMC (kg/m?) 2715+13 217 £10 284+13 268+15 241+08

Valores expresados como la media + e.e.m segtin grupos de un total de 66 en el estudio. IMC indica el Indice de Masa Corporal.

1.1.2.1. Sujetos sanos

Se obtienen muestras de voluntarios sanos (n = 21) cuyas caracteristicas demogréficas y
antropométricas han sido previamente descritas y que no presentan ninguna patologia
conocida.

Es de destacar que, en la expresion de los AR-01 (oA, 01 y o1p) asi como el AR-PBs, es
minoritaria, resultando dificil detectar el ARNm para estos genes en una gran proporcion
de muestras (Figura 15). Por ello, solo comentaremos los resultados obtenidos con los
genes que manifiestan un nivel de expresion mas elevado y que, por tanto, mejora la
precision y reproducibilidad de los resultados.
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Figura 15. Anélisis de la expresion de los diferentes subtipos de AR y GRK en
FMLC de sujetos sanos. Valores normalizados utilizando como gen de
referencia el GAPDH vy expresados como 272 de un n=21. A) Grifico de
barras donde se representa la media * e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se
representa la media * e.e.m calculando el porcentaje de los niveles de expresion
de cada subtipo en cada sujeto.

1.1.2.2. Pacientes con trastornos cardiovasculares

Conocida la expresion de AR y GRK en sujetos sanos, acometeremos el estudio de los
posibles cambios de expresion en FMLC de pacientes con trastornos cardiovasculares. En
nuestro caso, dividiremos los pacientes en funcion de su patologia en los siguientes
grupos: hipertensos (HTA), pacientes con insuficiencia cardiaca (IC) y pacientes

sometidos a trasplante cardiaco (TC).

Vemos en la Figura 16A una mayor expresion de los AR-B1 en FMLC de pacientes con
IC acompafiado de una disminucién del AR-PB2, esto lleva a cambios significativos en la
relacion B1/B2 como se observa en el diagrama de sectores (Figura 16B).
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81,8+4,4% *** 18,2+4,4% ***

Hipertensién Trasplante

Insuficiencia Cardiaca

Figura 16. Andlisis comparativo de la expresion de los diferentes AR-p en FMLC de sujetos sanos y
pacientes con patologias cardiovasculares. Valores normalizados utilizando como gen de referencia el
GAPDH v expresados como la media de 2 de n=21 en sanos, n=21 en hipertensos (HTA), n=14 en
Insuficiencia cardiaca (IC) y n=17 en trasplante cardicaco (TC). A) Gréfico de barras donde se representa
la media * e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se representa la media t e.e.m calculando el porcentaje
de los niveles de expresion de cada subtipo en cada paciente. Siendo en ambas representaciones * P <
0,05 vs. Sano, segtin ANOVA seguido del test de Dunnett.

En el caso de las GRK mostradas en la Figura 17, se observa una reduccion significativa
de los niveles de ARNm de GRK?2 en FMLC procedentes de pacientes que presentan 1C
y aquellos que fueron sometidos a trasplante cardiaco. A nivel de la GRK3 no se aprecia
ningn cambio significativo en ninguno de los grupos. La GRKS, por el contrario,
aumenta significativamente en las muestras procedentes de pacientes con IC. Todo esto
lleva, como muestra la representacion de diagrama de sectores, a una permuta de la GRK
mayoritariamente expresada en linfocitos de pacientes con IC, donde la GRKS pasa a ser
la cinasa predominante (Figura 17B)
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Figura 17. Anglisis comparativo de la expresion de las diferentes GRK en FMLC de pacientes sanos y pacientes
con patologias cardiovasculares. Valores normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y
expresados como la media de 28t e n=21 en sanos, n=21 en hipertensos (HTA), n=14 en Insuficiencia
cardiaca (IC) y n=17 en trasplante cardiaco (TC). A) Gréfico de barras donde se representa la media = e.e.m. B)
Diagrama de sectores donde se representa la media == e.e.m calculando el porcentaje de los niveles de expresion

de cada subtipo en cada paciente. Siendo en ambas representaciones * P < 0,05, ** P < 0,01, ***P 0,001 < vs.
Sano, segtin ANOVA seguido del test de Dunnett.
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1.2  Modelo animal

Partiendo de dos modelos de hipertension en rata, se llevaron a cabo los diferentes
estudios de expresion del ARNm de los AR y GRK en los tejidos mas caracteristicos del
sistema cardiovascular:

a) Ratas Wistar criadas en el animalario de la Facultada de Farmacia de 12 semanas
de edad las cuales fueron tratadas durante 4 semanas con el inhibidor de la 6xido
nitrico sintasa (L-NAME), induciéndoles asi hipertension.

b) Ratas espontdneamente hipertensas (SHR) y sus respectivos controles
normotensos (WKY) de 16 semanas de edad procedentes de Harlan Interfauna
Ibérica.

1.2.1 Expresion de AR y GRK en corazon de rata

Al 1gual que se abordd en corazén humano, comenzaremos analizando las caracteristicas
de expresion de los AR y GRK en ratas sanas, y conocer asi, su distribucion en estados de
normalidad. Partimos de ratas Wistar adultas de 16 semanas a las cuales extirparemos
corazon entero, VI, aorta (Ao) y riflon (Rfi). En la Figura 18 mostramos la expresion de
ARNm de los diferentes subtipos de AR y GRK en VI y corazon entero de rata Wistar.

Destacar las diferencias de expresion entre VI de rata y humano en los subtipos de AR-
o1, apareciendo como mayoritario en el caso de la rata el ous mientras que en humanos
prevalece el aua. En los AR-B el subtipo mayoritario es el B1 seguido del Bz, siendo en VI
del 80%/20 al igual que ocurre en VI humano.

En el caso de las cinasas reguladoras es la GRK2 la predominante seguida de la GRKS
siendo en humanos a la inversa, donde prevalece la GRKS sobre la GRK?2.

En lo que se refiere a la distribucion total de la expresion en los subtipos B se aprecia que
los porcentajes de expresion de P1y B2 se igualan en el conjunto del corazén mientras que
cuando estamos analizando el VI prevalece el B1, siendo en VI del 80%/20% mientras que
en corazon entero del 60%/40% aproximadamente.
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Figura 18. Anélisis de la expresion de los diferentes AR y GRK en VI y corazén entero de rata Wistar.
Valores normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH vy expresados como 272¢ de un n=5.
A) Griéfico de barras donde se representa la media * e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se representa
la media * e.e.m calculando el porcentaje de los niveles de expresion de cada subtipo en cada animal.
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1.2.2 Obtenciébn de ratas hipertensas por tratamiento con L-NAME y
comparacién entre modelos animales de hipertensién

A partir de ratas Wistar adultas de 12 semanas estas fueron tratadas con L-NAME durante
4 semanas y se realizd su control semanal de ingesta tanto sélida como liquida, asi como
también se controld semanalmente su presion arterial. El dia del sacrificio se evaltan las
constantes hemodindmicas de los diferentes grupos, se pesan los animales y corazon tras
su extraccion para calcular la razén peso corazén/peso corporal. Los valores obtenidos se
muestran en la Tabla 15.

o o o Tabla15

Constantes hemodinamicas en ratas SHR y tratadas con L-NAME y sus
respectivos controles

WKY SHR Wistar L-NAME
Numero de animales (n) 8 15 5 5
PAS (mmHg) 140 £ 2 197 = 4=+ 151 16 193,3 £ 1,7
FC (latidos/minuto) 311+ 10 KICIE N 376 + 12 373+ 11
Peso (g) 246 +9 318 6™ 382345 300 £ 19 *
Ratio corazé/rata (mg/g) 3301 39 0,1 2543 35+ 3

PAS indica presion arterial sistolica, FC indica frecuencia cardiaca. Los valores son expresados como la media + e.e.m.
Siendo *P<0,05, *P<0,01, **P<0,001 vs respectivo control WKY o Wistar, segin test t de Student

Como observamos, tanto el grupo de ratas SHR como las tratadas con L-NAME
mostraron niveles de presion arterial significativamente elevados previos al sacrificio
respecto a sus controles, WKY y Wistar. En el grupo de ratas SHR también se observo un
aumento significativo de la frecuencia cardiaca no siendo asi en las ratas tratadas con L-
NAME. En lo que respecta al peso del animal, mientras que las ratas SHR apareci6 un
peso significativo mayor, a nivel de las L-NAME fueron sus controles las que mostraron
este aumento de peso significativo. Destacar el ratio peso del corazéon/peso corporal,
donde tanto en SHR como en L-NAME mostré un aumento significativo 1o que indica
hipertrofia cardiaca acompafiando a la hipertension.
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1.2.3 Corazén procedente de Ratas Hipertensas

Tal como se observa en la Figura 19, a nivel de los AR-o1 se aprecian cambios
significativos en la expresion del subtipo aup, que disminuye en aquellos animales que
sufren hipertension, no mostrdndose ningtn cambio destacable en los demas casos.

& x &
& & ¢ &
~
B
CONTROL L-NAME
*
12,2+1,6 11,306
76,3 +2,7 81,313
WKY SHR
| 751204
85,5+1,9 86,9+1,5

Figura 19. Anilisis de la expresion de los AR-a1 en VI de ratas espontineamente hipertensas (SHR) y sus
controles (WKY) y de ratas hipertensas por tratamiento con L-NAME y sus controles. Valores
normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH vy expresados como 272! de n=3-5 animales.
A) Gréfico de barras donde se representa la media * e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se representa
la media T e.e.m calculando el porcentaje de los niveles de expresion de cada subtipo en cada animal.
Siendo en ambas representaciones * P < 0,05 vs. Normotenso, segtin el test t de Student.
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Respecto a los AR-B, la Figura 20 nos muestra cambios destacables entre cepas, como €s
el caso del subtipo P1 el cual, en aquellas ratas a las que se le indujo la hipertension
mediante tratamiento con L-NAME, aparecio un aumento significativo de su expresion,
no siendo asi en SHR donde no surgieron cambios relevantes. En el caso del subtipo P2,
el aumento estadisticamente significativo a nivel de VI aparece también en ratas
hipertensas tratadas con L-NAME, pero no se observan cambios en las ratas SHR. El
subtipo B3 no se muestra en la figura a causa de su baja expresion y por ausencia de
cambios significativos.

B B>

35
30
%\l 25
= 20
15
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CONTROL L-NAME
19,5 +2,3 22,4+0,9
80,4123 77,6109
WKY SHR
23,3+0,7 27,6 +1,8

76,7 £0,7 72,4+1,8

Figura 20. Anélisis de la expresion de los AR-B en VI de ratas espontineamente hipertensas (SHR) y sus
controles (WKY) y de ratas hipertensas por tratamiento con L-NAME y sus controles. Valores

normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 27ACt e n=3-5 animales.
A) Gréfico de barras donde se representa la media £ e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se representa
la media T e.e.m calculando el porcentaje de los niveles de expresion de cada subtipo en cada animal.
Siendo en ambas representaciones * P < 0,05, ** P < 0,01 vs. Normotenso, segtin el test t de Student.
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En las ratas en las que se indujo la hipertension mediante tratamiento con L-NAME,
aparece un aumento significativo en la expresion de la GRK2 mientras que en las SHR es
la GRKS la que aumenta significativamente (Figura 21). En el caso de la GRK3 no
aparecen cambios significativos.
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Figura 21. Andlisis de la expresion de las GRK en VI de ratas espontdneamente hipertensas (SHR) y
sus controles (WKY) y de ratas hipertensas por tratamiento con L-NAME y sus controles. Valores
normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 272 de n=3-5
animales. A) Grafico de barras donde se representa la media £ e.e.m. B) Diagrama de sectores donde
se representa la media  e.e.m calculando el porcentaje de los niveles de expresion de cada subtipo en
cada animal. Siendo en ambas representaciones * P < 0,05 vs. Normotenso, segiin el test t de Student.
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1.2.4 Rifidn procedente de Ratas Hipertensas

Analizamos la expresion de AR y GRK en rifién, érgano fundamental en la regulacion de

la presion arterial.

A nivel de los AR-ou1, destacar como subtipo mayoritario el ois. Aparece un aumento
significativo en ratas tratadas con L-NAME en los subtipos aug y aup (Figura 22).
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42,7+ 10,4 53,3 +4,7

Figura 22. Anilisis de la expresion de los AR -a1 en Rifion de ratas espontineamente hipertensas (SHR)
y sus controles (WKY) y de ratas hipertensas por tratamiento con L-NAME y sus controles. Valores
normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 278C de n=3-5
animales. A) Gréfico de barras donde se representa la media = e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se
representa la media = e.e.m calculando el porcentaje de los niveles de expresion de cada subtipo en
cada animal. Siendo en ambas representaciones * P < 0,05 vs. Normotenso, segiin el test t de Student.
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A nivel de los AR-B (Figura 23), el subtipo predominante es el B1. En el caso de las ratas
tratadas con L-NAME se observd un aumento significativo de P1 y P2 frente a los
controles que no recibieron el tratamiento.
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Figura 23. Anilisis de la expresion de los AR- B en Rifion de ratas espontineamente hipertensas (SHR) y sus
controles (WKY) y de ratas hipertensas por tratamiento con L-NAME y sus controles. Valores normalizados
utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 278C de 1=3-5 animales. A) Grifico de
barras donde se representa la media £ e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se representa la media £ e.e.m
calculando el porcentaje de los niveles de expresion de cada subtipo en cada animal. Siendo en ambas
representaciones * P < 0,05, ** P < 0,01 vs. Normotenso, segin el test t de Student.
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En las GRK (Figura 24), la isoforma predominante fue la GRK2, siendo en la cepa de
rata Wistar mds representativa (73,4 % del total) que en las WKY (45,6 % del total). La
hipertension provocada por el tratamiento con L-NAME produjo un aumento significativo

de GRK2 y GRK3 mientras que en las ratas SHR se observd una disminucién
significativa de la GRK2.

GRK2 GRK3 GRK5

120 *
- 10[? 125 ok - 25

80 T 20 * N
%J 23 N gﬁ 75 77 T gm —— 7

= g 5.0 — 10
&l | kF &

0 0.0 0

¢ & & F ¢ & @& ¢ & & &
& s A & °
B
CONTROL L-NAME

73,415,5 75,913,2

WKY SHR

45,6112,7 27,6199

Figura 24. Analisis de la expresion de las GRK en Rifion de ratas espontineamente hipertensas (SHR) y sus
controles (WKY) vy de ratas hipertensas por tratamiento con L-NAME vy sus controles. Valores normalizados
utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 274Ct ge n=3-5 animales. A) Gréfico de
barras donde se representa la media = e.e.m. B) Diagrama de sectores donde se representa la media =
e.e.m calculando el porcentaje de los niveles de expresion de cada subtipo en cada animal. Siendo en ambas
representaciones * P < 0,05, ** P < 0,01 vs. Normotenso, segtn el test t de Student.
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2.- Cambios en la expresion de AR y GRK inducidos por
los tratamientos de eleccion en la IC.

Dentro del tratamiento de eleccién en la IC cabe destacar dos importantes grupos de
farmacos como son los B-bloqueantes y los IECA, ambos prioritarios en la mayoria de
procedimientos frente a la IC. Para determinar la influencia del tratamiento en la
expresion de AR y GRK, agruparemos a los pacientes en funcion de que reciban o no
cada uno de estos tratamientos.

En la Tabla 16 se muestran los firmacos mds relevantes en el tratamiento de la IC
avanzada administrados a los 42 pacientes incluidos en el estudio.

o o o Tabla16

Tratamiento de la Insuficiencia Cardiaca
Farmacoldgico n (%)
Carvedilol 17 321
I[ECA 29 54,7
Espironolactona 31 58,5
Digoxina 18 34,0
Dobutamina 19 35,1
Noradrenalina 13 24

No farmacolégico
Desfibrilador automatico implantable 1 20,8
Resincronizacién o Marcapasos biventricular 7 13,2

Distribucion de las diferentes tratamientos para un total de 42 pacientes con IC

Acompafiando al estudio en humanos, trabajaremos también con ratas tratadas con
carvedilol y captopril. Para completar este andlisis, en algunos casos administraremos
carvedilol ex vzvoy en cultivos celulares n vitro.
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2.1 Carvedilol
2.1.1 Modelo humano

En el grupo de pacientes con IC, se formaron dos subgrupos en funcién de que reciban o
no tratamiento con carvedilol.

En el grupo de pacientes tratados con carvedilol observamos disminucion en los niveles
de NT-proBNP, péptido utilizado en el diagnostico de la IC como indicador del aumento

de estrés en la pared miocdrdica (Figura 25).
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e 10000- Figura 25. Anilisis de los niveles de pro-
o * péptido natriurético tipo B aminoterminal
IL (NT-proBNP) en pacientes tratados con o sin
2 —— carvedilol. Los valores cuantificados
o representan la media * e.e.m de n=10-12.
Siendo * P < 0,05, segtin €l test t de Student.
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Como se observa en la Figura 26, el tratamiento con carvedilol produjo cambios
significativos a nivel del AR-PB1 y de las diferentes GRK en VI.
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Figura 26. Anélisis de la expresion de AR y GRK en VI de pacientes con IC segin tratamiento con o sin carvedilol.
Valores normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 2°*“ para un n=18 en
pacientes sin tratamiento con carvedilol y n=17 en pacientes tratados con carvedilol. Los valores cuantificados
representan la media * e.e.m. Siendo * P < 0,05, ** P < 0,01 vs. No tratados segtn el test t de Student.
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En el caso de los linfocitos procedentes de esos mismos pacientes no se aprecia ningn
cambio entre los pacientes tratados o no con carvedilol, en los niveles de expresion de los
AR y GRK estudiados (Figura 27)

[] Carvedilol (-)
Carvedilol {+)

—  FMLC

Figura 27. Anilisis de la expresién
B4 B2 GRK2 GRK3 GRK5 de AR y GRK en linfocitos de

1250+ pacientes con IC segfin tratamiento

— con o sin carvedilol. Valores
% 1000+ normalizados utilizando como gen de
o™ 7504 referencia el GAPDH y expresados
Z como 2°2¢ para un n=7 en pacientes
= 5001 sin tratamiento con carvedilol y n=5
14 en pacientes tratados con carvedilol.
E %0 ﬂj E% Eij Los valores cuantificados

0- % representan la media * e.e.m.
2.1.2. Modelo animal

Se realizaron estudios 7z vivo donde se trataron ratas Wistar de 12 semanas de edad con
carvedilol (20 mg/kg/dia) durante 4 semanas en agua de bebida y estudios ex vivo con
corazon aislado tratado con el B-bloqueante (10° M) durante 180 minutos.

Se observo en las ratas tratadas con carvedilol zz vzvo una disminucion significativa en
todos los subtipos de AR-a1 y en el subtipo B1 a nivel de VI (Figura 28) no siendo asi en
Ao (Figura 29). En el caso de las cinasas reguladoras fueron las dos principales, tanto la
GRK2 como la GRKS, las que sufrieron disminucion significativa tras tratamiento con el
B-blogueante tanto a nivel de VI como de Ao.

[] Carvedilol {-)
Carvedilol (+)
VI invivo
xqa o oqp B4 B2 B3 GRK2 GRK3 GRKS
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Figura 28. Anélisis de la expresion de AR y GRK en VI de rata Wistar tratada o no tratada con carvedilol. Valores
normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 2 -AC (n=4). Los valores
cuantificados representan la media + e.e.m. Siendo * P < 0,05, ** P < 0,01 vs No tratadas segiin el test t de Student.
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Figura 29. Anilisis de la expresion de AR y GRK en Ao de rata Wistar tratada o no tratada con carvedilol.
Valores normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 2 "2t (n=4). Los valores
cuantificados representan la media * e.e.m. Siendo * P < 0,05 vs No tratadas segfin el test t de Student.

En el caso de los VI tratados con carvedilol ex vivo (Figura 30) no aparecen cambios
significativos en ningtn caso.
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Figura 30. Anélisis de 1a expresion de AR y GRK en VI de rata Wistar tratada ex vivo con carvedilol. Valores

normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 2 2¢ (n=4). Los valores
cuantificados representan la media * e.e.m.
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2.1.3.- Expresion génica de AR y GRK en células HEK 293 tratadas con
carvedilol.

A partir de la linea células HEK 293, tras confluencia del 70-75 %, fueron estabilizadas
durante 8-12 horas mediante exclusion del suplemento SBE. A continuacién, se aiadio al
medio carvedilol (10° M) durante 48 h. Pasado este tiempo, se recogieron las células y
se llevo a cabo el protocolo de extraccidon del ARN.

Tal como se observa en la Figura 31, no aparecen cambios en la expresion de AR y GRK
en las células HEK 293 tratadas con carvedilol.

[ Carvedilol {-)
Carvedilol (+)
HEK 293
B4 B2 o, GRK2 GRK3 GRKS

5]

mRNA (2-Ct)
=
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Figura 31. Andlisis de la expresion de AR y GRK en células HEK 239 tratadas o no con 10M carvedilol
durante 48h. Valores normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 22
(n=4). Los valores cuantificados representan la media * e.e.m.

2.2 Captopril
2.2.1 Modelo Humano

En muestras procedentes de corazon insuficiente de pacientes tratados con captopril, no se
observd ninguna diferencia significativa en la expresion de los AR y GRK, tal y como
muestra la Figura 32.
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Figura 32. An4lisis de 1a expresién de AR y GRK en corazon de pacientes con IC segfin tratamiento con o sin
captopril. Valores normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 2 para un
n=10 de VI en pacientes no tratados con captopril y n=25 de VI en pacientes tratados con captopril. Los valores
cuantificados representan la media * e.c. m.
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Cambios en la expresion de AR y GRK inducidos por los tratamientos de eleccion en la IC

En el caso de los linfocitos procedentes de pacientes con IC tratados con captopril,
tampoco se aprecia ningln cambio en los niveles de expresion de los AR y GRK
estudiados (Figura 33).

[ ] Captopril (-}
Captopril (+)

FMLC
B1 B2 GRK2 GRK3 GRKS
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Figura 33. Andlisis de la expresion de AR y GRK en linfocitos de pacientes con IC
tratados con o sin captopril. Valores normalizados utilizando como gen de referencia el
GAPDH vy expresados como 22 para un n=6 en pacientes no tratados con captopril y
n=3 tratados con captopril. Los valores cuantificados representan la media * e.e.m.

Lo mismo ocurre cuando estudiamos la expresion de AR y GRK en linfocitos procedentes
de pacientes con HTA donde no se observd ningtin cambio de expresidon en pacientes
tratados con IECA frente a los hipertensos sin tratar (Figura 34)
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Figura 34. Anilisis de la expresion de AR y GRK en linfocitos de pacientes
hipertensos tratados o no tratados con IECAs. Valores normalizados utilizando
como gen de referencia el GAPDH y expresados como 2 para un n=15
pacientes hipertensos y n=10 en pacientes hipertensos tratados. Los valores
cuantificados representan la media * e.e.m.
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2.2.2 Modelo animal

En ratas Wistar tratadas con captopril (50mg/kg/dia) en el agua de bebida durante 4
semanas, se observo a nivel del VI una disminucion significativa del subtipo AR-aua, no
siendo relevantes los cambios observados en los otros subtipos ni en VI ni en Ao. Sin
embargo en el caso de las cinasas GRK2 y GRKS tanto en VI como en Ao se observod una
disminucioén significativa en las ratas tratadas con captopril (Figuras 35 y 36).
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Figura 35. Anélisis de la expresion de AR y GRK en VI de rata Wistar tratada con captopril. Valores normalizados
utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 272¢t (n=4-5). Los valores cuantificados
representan la media * e.e.m. Siendo * P < 0,05, ** P < 0,01, vs No tratadas segn el test t de Student.
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Figura 36. Andlisis de la expresion de AR y GRK en Ao de rata Wistar tratada con captopril. Valores
normalizados utilizando como gen de referencia el GAPDH y expresados como 22t (n=4-5). Los valores
cuantificados representan la media * e.e.m. Siendo ** P < 0,01 vs. No tratadas segtin el test t de Student.
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3.- Correlacion entre la expresion de los AR y GRK de VI
de corazodn insuficiente y variables clinicas.

Conjuntamente con cada muestra proporcionada disponemos de la base de datos de las
diferentes variables clinicas obtenidas del historial de cada paciente examinado a nivel
hospitalario. Las principales variables clinicas (hemodindmicas y eco-cardiograficas)
analizadas se presentan en la Tabla 17.

o o o Tabla17
Variables Clinicas

Eco-cardiograficas Media £ e.e.m
Diametro tele-Diastélico del VI., DTDVI (mm) 675+18
Diametro tele-Sistélico del VI., DTSVI (mm) 579+21
Fraccién de eyeccién del VI., FEVI (%) 191+£1.2
Diametro de la Auricula izquierda (mm) 484 +1,3
Hemodinamicas Media £ e.e.m
Gasto cardiaco, GC (I/min) 36102
Presion capilar pulmonar, PCP (mmHg) 283+13
Resistencia vascular pulmonar, RVP (U. Wood) 28+0,2
Presion media pulmonar, PMP (mmHg) 37317
Bioquimicas Media * e.e.m
Bilirrubina (mg/dl) 1,3+0,1
GOT (Uh) 46,7 £9,9
GPT (UN) 56,1 £15,5
NT-proBNP (pg/ml [P25-P75]) 9025,9 + 19334

Valores expresados como la media + e.e.m de n=42 pacientes con Insuficiencia Cardiaca

Siguiendo el orden de las variables clinicas eco-cardiograficas y hemodindmicas
mostradas en la Tabla 17, realizamos estudios de correlacion mediante el test de regresion
lineal de Pearson frente a los niveles de expresion de ARNm de AR y GRK en VI de
corazon insuficiente, para conocer asi, si existe una relacion entre ambos.
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e Fraccibn de eyeccidn del VI
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Figura 37. Regresion lineal entre FEVI y los niveles de expresion de ARNm de los diferentes subtipos de AR y
GRK en VI. La linea continua representa correlacion significativa.
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Figura 39. Regresion lineal entre el didmetro tele-Sistolico y tele-Diastélico y los niveles de expresion de
ARNm de los diferentes subtipos de AR y GRK en VI. La linea continua representa correlacion significativa.
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Figura 40. Regresion lineal de la Presion arterial pulmonar media y sistolica frente los niveles
de expresion de ARNm de los diferentes subtipos de AR y GRK en VI. La linea continua
representa correlacion significativa.
e Presioén capilar pulmonar.

250+
2004 ¢ P=0,0082
150 o F=0.257
B 1 100-
50+
04
10 20 30 40 50
PCP (mmHg)

GRK2

80+
70+
60+
50+
40+
30+
20+
10+

04

P=0,0015
#=0.347

10 20

PCP (mmHg)

Figura 41. Regresion lineal de 1a Presion capilar pulmonar frente los niveles de expresion de ARNm
de los diferentes subtipos de AR y GRK en VI. La linea continua representa correlacion significativa.

Resumiendo en lo que respecta a las variables clinicas, FEVI correlaciond con oua, P, B2
y GRKS (Figura 37), GC con B2 (Figura 38), DTS y DTD del VI correlaciond con las tres
GRK (Figura 39), PAPS correlaciond de manera inversa con GRK2 y PAPM con el By
GRK2 (Figura 40) y PCP correlaciond de manera inversa con B1 y GRK2 (Figura 41).
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4.- Correlaciones en la expresion de AR y GRK entre
distintos territorios

4.1. Correlacion entre la expresion de ARNm de AR y GRK en VIy VD de
coraz6n insuficiente
Para conocer si existe una relacion lineal en la expresion de los diferentes subtipos de AR

y GRK entre las dos cavidades, VI 'y VD, en corazon insuficiente, realizaremos célculos
estadisticos de correlaciones con los datos de expresion de ARNm.
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Figura 42. Regresion lineal entre los niveles de expresion de ARNm de los diferentes subtipos de AR y GRK en
VI y VD de corazon insuficiente. Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y expresados
como 2-2 para los n = 27 pacientes estudiados. La linea continua representa correlacion significativa,

Vemos en la Figura 42 la existencia de correlacion significativa entre VI 'y VD en la
expresion de los tres subtipos de AR a1 y en el B2, mientras que esta correlacion no existe
para el AR-B1, y tampoco con ninguna de las tres GRK analizadas.
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4.2. Correlacion entre la expresion de ARNm de AR y GRK en FMLC y
cavidades cardiacas

De la misma forma que se hizo entre el VI y VD, analizamos si existe una correlacion
significativa entre la expresion de los diferentes subtipos de AR y GRK, en VI frente la
FMLC de pacientes con IC.
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Figura 43. Regresion lineal de los niveles de expresion de ARNm de los diferentes subtipos de AR y GRK en VI
frente 1la FMLC en pacientes con IC. Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y expresados
como 2-*“ para los n = 14 pacientes estudiados. La linea continua representa correlacion significativa.
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Figura 44. Regresion lineal de los niveles de expresiéon de ARNm de los diferentes subtipos de AR y GRK en biopsias
de VD de corazon trasplantado frente la FMLC. Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y
expresados como 22 para los n = 15 pacientes estudiados. La linea continua representa correlacion significativa.

Como se muestra en la Figura 43 y 44, no aparecid correlacion significativa entre ambos
territorios en la expresion de ninguno de los subtipos de AR y GRK
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5.- Correlaciones entre AR y GRK en un mismo territorio.

5.1 Fraccién monolinfocitaria circulante

Sujetos sanos

2000

1000
[ ]
) N “ee ®
@
X . e é 1000 02 °
(14 ° -
(.') & % (D ¢ o
° 0e® © 6]
0 P=0.0026 0
' s0 10 150 200 0 500 1000 4500 2000 2500
B4 B2
Patologias cardiovasculares
1500+ 25004
® ® 2000 I
w1000 o
§ ® ° § 1500 ®4 6 oo
® e ol 1000 % o
(D . W o @&%@<§O® OO
oo § 500 e o
of 9,0 % °%
o P=0.048 ol %
0 2 50 75 0 500 1000 1500 2000 2500
P B2
Post-transplante
900+ 1500-
@
e
Wy 6004 PP e, o 10004 °
@
= / § o
o . % O 5o o o ©
O 300{ % ® 1 e % e
e
0- P=0.0246 0-
0 25 50 75 0 500 1000 1500 2000
B B2

Figura 45. Regresion lineal de los niveles de expresion de ARNm de los AR-B (B1 y B2) y GRK2 o GRKS en
FMLC de voluntarios sanos, pacientes con patologias cardiovasculares (hipertension o insuficiencia cardiaca)
y pacientes sometidos a trasplante de corazon: Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia
y expresados como 2-*“* para un n =14-18 pacientes sanos, n= 52-56 pacientes con patologia cardiovascular y
n=17 pacientes sometidos a trasplante cardiaco. La linea continua representa correlacion significativa.

Cuando analizamos la expresion de los AR y GRK en un mismo territorio y establecemos
la existencia o no de una correlacion, se aprecia (Figura 45) como el subtipo Pi1
correlaciona significativamente con la GRKS, mientras que el subtipo P2 correlaciona
significativamente con la GRK?2 en los diferentes grupos de pacientes estudiados.
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5.2 Corazo6n humano.
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Figura 46. Regresion lineal de los niveles de expresion de ARNm de los AR-p (B1 y B2) y GRK2 o GRKS
en muestras de corazén: Valores normalizados usando GAPDH como gen de referencia y expresados
como 22 para un n = 35 de explantes VI procedente de IC, n= 26 de explantes de VD procedentes de IC
y n= 17 de biopsias de VD de corazon trasplantado. La linea continua representa correlacion significativa.

A nivel de corazon (Figura 46), de la misma forma que se mostrd a nivel en FMLC, el
subtipo P1 correlaciona significativamente con la GRKS, mientras que el subtipo P
correlaciona significativamente con la con la GRK?2 en los diferentes grupos de pacientes
estudiados.
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DISCUSION

1.- La expresion de los AR y las GRK en el miocardio humano, depende
de la etiologia de 1a IC y se correlaciona con las variables clinicas.

Al Sistema Adrenérgico también denominado Sistema Nervioso Simpadtico, desde el punto
de vista neuroquimico, se le asigna un papel regulador esencial de la funcién cardiaca. En
situaciones de IC el Sistema Adrenérgico se encuentra implicado en el intento de optimizar
la incapacidad del corazon, mermado en sus funciones de distribucion de nutrientes y de los
diferentes elementos formes de la sangre a todo el organismo. Esta activacion adrenérgica
puede perdurar en el tiempo pasando a ser cronica y desencadenando un peligroso circulo
vic10s0 que agravaria la progresion de la IC.

Numerosos han sido los estudios realizados sobre los AR y sus cinasas reguladoras
encargadas de mantener la funcionalidad cardiaca. Bien conocida es la expresion en el
miocardio de los diferentes subtipos de AR-B (B1, B2, B3) v de AR-01 (oua, o1 Y oup)
(Moniotte y cols., 2001; Brodde y cols., 2006; Jensen y cols., 2009; 2011; Woodcock y cols.,
2007), asi como también, de tres de las diferentes 1soformas de cinasas reguladoras de los
AR, las GRK (GRK2, GRK3 y GRKS5) (Iaccarino y Koch 1999; Penela y cols., 2006;
Huang y cols.,2011; Kamal y cols., 2012; Sato y cols.,2015).

Una de las bases de la presente tesis es mostrar los cambios de expresion que se dan en estos
receptores y sus cinasas reguladoras en situaciones de IC, y esclarecer las diversas causas
que lo desencadenan asi como su explicacion fisiopatologica.

En nuestro estudio, en ensayos con donantes y pacientes, partiremos de cuatro tipos de
muestras de corazon:

- explantes de VI de corazon sano,
- VIy VD de explantes de corazon con insuficiencia avanzada,
-y biopsias de VD de corazones trasplantados,

A partir de estas muestras examinamos los diferentes niveles de expresion génica (PCR) y
proteica (WB) de AR y GRK y evaluamos las diferencias entre las muestras de corazon sano
frente las de corazon trasplantado e insuficiente.

La mayoria de estudios realizados sobre AR en IC, tanto experimentales como clinicos, se
centran en el subtipo B1 como AR mds importante e influyente a nivel cardiaco. Este es
considerado como mayoritario y principal responsable de la contraccidn y ritmo cardiaco, y
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por ello crucial en el control de la frecuencia y GC. En el caso de las GRK, diferencias entre
la cantidad localizada intracelularmente, los mecanismos de activacion y la especificidad por
un receptor dado sugieren que las distintas GRK juegan un papel regulador no redundante en
el corazon (Hata y col., 2003; Metaye y cols., 2005; Hendriks-Balk y cols., 2008; Dorn,
2009). Un buen ejemplo es la rdpida regulacion al alza o a la baja de la 1soforma GRK2, que
correlaciona con la funcion ventricular e implica un papel para esta cinasa en la regulacion
aguda de la funcion cardiaca. No ocurre lo mismo con la GRKS, ya que los cambios en su
expresion son menos dindmicos y, por ello, pueden tener un papel mas relevante en la
regulacidn cronica del corazon. (Liggett y cols., 2008).

En la presente tesis, en muestras de corazon sano, los AR mas expresados fueron los B1y B2
seguidos del subtipo a1a. Los otros tres AR, ous, oup y P3 son minoritarios (Figura 2).
Estudios previos muestran que en condiciones de normalidad en corazones explantados
procedentes de donantes, el AR-P1 constituye el 70-80% del total de los AR, mientras que el
AR-B2 constituye el restante 20-30%, estando el AR-B3 muy poco expresado (Moniotte y
cols., 2001; Xiang y cols., 2003; Lohse y cols., 2003; Brodde y cols., 2006). Siendo estos
resultados similares a los obtenidos en nuestro laboratorio (72%/28%) (Figura 2B).

A nivel de los subtipos a1 su densidad en estados de normalidad es de 10-15% del total de
los AR (Brodde y cols. 2006; Woodcock, 2007; Jensen y cols, 2009). Entre los tres subtipos
o1, y como estudios previos muestran (Jensen y cols., 2009), obtuvimos que el subtipo aia es
notoriamente el mas abundante en miocardio humano (Figura 2)

En lo que respecta a las cinasas reguladoras, el orden de expresion que mostraron fue
GRKS5 > GRK2 > GRK3 (Figura 2) datos que se corroboran con estudios previos (Ungerer y
cols., 1994; Liggett y cols., 2008; Triposkiadis y cols., 2009), siendo la GRK2 y GRKS las
cinasas para las que, hasta el momento, se conoce una mayor funcionalidad a nivel cardiaco
(Belmonte & Blaxall 2011).

En el caso de las biopsias de VD procedentes de corazones trasplantados hay que remarcar
su peculiaridad al tratarse de muestras procedentes de corazones denervados y de pacientes
sometidos a tratamiento inmunosupresor, condiciones ambas que pueden alterar la expresion
de AR y GRK. En cualquier caso, las pruebas clinicas demuestran que su funcionalidad
equivale a la de un corazon “sano” , lo que implica un adecuado control adrenérgico de los
mismos. Por lo que respecta a la denervacion cardiaca, se manifiesta de manera clara en los
primeros momentos tras el trasplante, pero existe la evidencia clinica de que se va
recuperando poco a poco el control nervioso de manera que, al cabo de un tiempo, se
observa con claridad el control autonomo del corazon, por ejemplo, a través del reflejo vagal
y una recuperacidon parcial del control adrenérgico (Buendia, 2013). En el caso de la
Inmunosupresion, el tratamiento es muy agresivo en los primeros periodos tras el trasplante
pero, con el tiempo, se va adaptando a la respuesta inmunoldgica del paciente por 1o que



disminuye hasta el minimo admisible. Para determinar el nivel de influencia de estas
variables en la expresion de AR y GRK y validar nuestros controles, hemos seleccionado
biopsias obtenidas en un intervalo de tiempo amplio tras el trasplante (entre 18 y 471 dias).
Asi pues, realizados los diferentes ensayos de expresion del ARNm en biopsias de VD
observamos como el ratio P1/B2 se encuentra alrededor de 60/40 a diferencia de los 70/30
observado en explantes de VI de corazéon sano (Figura 3B). A nivel de los AR-a y GRK
estos se mantienen practicamente en las mismas proporciones que se dan en corazon sano.

¢Qué ocurre en situaciones de IC con los AR?

En IC, independientemente de la etiologia, varios sistemas intentan compensar las
necesidades del organismo que se encuentran mermadas por la incapacidad del corazon de
bombear suficiente sangre para abastecer las demandas fisiologicas. Como hemos
comentado, un regulador esencial de la funcion cardiaca es el Sistema Adrenérgico, el cual
responde con un aumento de la actividad, un aumento de catecolaminas circulantes y, por
tanto, una mayor estimulacion de los adrenoceptores (Triposkiadis y cols., 2009). En
consecuencia, la estimulacion adrenérgica continua aumenta la inotropia y cronotropia
cardiacas que, compensan, a corto plazo, la insuficiencia pero que conducen a un alto gasto
energético cardiaco y a un efecto deletéreo a largo plazo. Por ello, al tratarse de un sistema
no rigido que se adapta al continuo estimulo producido por las catecolaminas, un aumento
cronico del tono adrenérgico se traduce a largo plazo en una alteracion de los niveles de
expresion de los AR, principalmente del subtipo B1 (Brodde y cols., 1991).

Numerosos autores (Engelhardt y cols., 1996; Lohse y cols., 2003; Jahns y cols., 2004) han
descrito que en IC avanzada la contractilidad anormal, propia del corazéon insuficiente se
debe a una menor densidad de receptores P1 cardiacos, a la que acompafia un aumento en la
expresion y la actividad de una de las cinasas encargadas de modular su actividad, la GRK?2
(Ungerer y cols., 1993; Penela y cols., 2006) pero se desconoce el mecanismo que regula
este cambio y, sobre todo, no se ha estudiado en profundidad si los otros subtipos de AR y
GRK sufren también cambios en su expresion.

Nuestros resultados coinciden con lo descrito en cuanto a la menor expresion del AR-P1en
VI y VD (Figura 6), y de la GRK2 en VI, pero ademds, observamos un aumento
significativo en la expresion del AR B2 en VI y de 1la GRKS en VD (Figura 7) cuando se
analiza el conjunto de pacientes con IC. Como se discutird més adelante, la etiologia de la IC
juega un papel fundamental para explicar estos resultados.

Asumido el cambio en la expresion del AR-B1 como un mecanismo de defensa del corazéon
frente al excesivo estimulo adrenérgico (Brodde y cols., 1991), el resultado de esta
adaptacion es que los cardiomiocitos disminuyen su respuesta a las catecolaminas por lo que,
la IC 1inicialmente compensada por el Sistema Adrenérgico, se manifiesta

171



172

DISCUSION

clinicamente desencadenando con el tiempo un reducido GC, cambios en la estructura del VI
y una progresiva disfuncion cardiaca (Eschenhagen, 2008).

S7 los niveles de catecolaminas son la razon de la regulacion a la baja del AR-P1
descrito previamente, ¢es este subtipo el tinico que reduce su expresion en Situaciones
de IC?

De la misma forma que muestran trabajos anteriores, similares son los resultados que
obtuvimos en nuestro estudio a partir del andlisis de los niveles de ARNm procedentes de las
muestras de VI y VD de corazones con IC avanzada, confirmando asi, la existencia de un
mecanismo que disminuye drdsticamente los niveles de expresion del AR-Pi. Esta
disminucion del subtipo P1 en corazon insuficiente llevod a la aparicién de un cambio en la
proporcion entre Pi/P2 v aa/P respecto a las existentes en estados de normalidad (Figuras 5B
y 6). Mientras que en VI sano se encuentran en un 70-80% P1/ 20-30% P2 segtn Brodde y
cols., (1991) y también los ensayos realizados en nuestro laboratorio, en la IC pasan a ser
cerca del 50/50% PB1/B2 o incluso menor (Port y cols.,, 2001; Lowes y cols., 2002;
Vanderheyden y cols., 2008). En nuestro caso la proporcion Bi/ B2 en corazon insuficiente es
44/56 % en V1 'y 42/58% en VD (Figura 5B), siendo este cambio semejante en ambas
cavidades y atribuido, fundamentalmente, a la regulacién a la baja del AR-B1 (Bristow y
cols., 1993; Brodde y cols., 2006; Engelhardt y cols., 1996; Lohse y cols,. 2003) lo que
confirma la existencia de un mecanismo especifico de dréstica regulacion a la baja de la
expresion del subtipo P1 en corazon insuficiente.

Ademads, cuando analizamos la correlacion existente en la expresion de un AR determinado
en VI y VD del mismo paciente, encontramos que para todos ellos esta correlacion es
significativa excepto en el caso del subtipo P1 (Figura 42), lo que corrobora la regulacion
especifica de este subtipo en cada cimara cardiaca.

Aunque los resultados obtenidos no muestran cambios en la expresion de ARNm en los
subtipos de AR-a1 en IC, existe un incremento relativo en su proporcion a expensas de una
disminucién en la densidad de los AR-B pasando de 5,37%0,32% en corazén sano a
10,5£0,6% en corazon insuficiente (Figura 6). Aunque los AR-ou no se consideran
generalmente como los principales reguladores de la funcidon contrdctil cardiaca en
condiciones fisioldgicas, se piensa que poseen mayor influencia en condiciones patoldgicas
como es el caso de la IC (Jensen y cols., 2011) y el cambio observado en nuestro trabajo
justificaria dicha hipotesis.

En estas circunstancias, el AR P2 y el aua pueden ejercer un papel mayor del que
normalmente ejercen en corazén sano, lo que explicaria que, segln nuestros resultados, en



corazon insuficiente, la FEVI correlaciona directamente no solo con P1 sino también con B2
y aua (Figura 37), como se discute més adelante.

¢Qué explicacion fisiologica tiene la disminucion drdstica de la expresion del AR-P1
en corazon insuticiente?

En los pacientes que se encuentran en un estadio avanzado de IC, y con niveles elevados de
catecolaminas, una actividad excesiva del AR-P1 tiene consecuencias deletéreas en el
corazén, como también se mostro en ratones transgénicos (Xiang y cols., 2003; X1ao y cols.,
2004; 2006). Por esta razon, la disminucién especifica en la expresion y funcionalidad del
AR-B1 podria ser un mecanismo protector en el corazon dafiado (Engelhardt y cols., 1996)
que reduce la sefalizacion perjudicial mediada por el AR-B1 (Xiao y cols., 2004; 2006; Zhu
y cols., 2005).

En este sentido, el aumento de Ca” intracelular que conduce a la contraccién del masculo
cardiaco mediado por el AR-B1 a través de la activacion de la proteina Gs, y la via
AC/AMPc, favorece la activacion de la via apoptética de 1la CaMKII, y con ello el deterioro
del corazdon (Zhu y cols., 2001; 2003; Wang y cols., 2004). El AR-B2 tiene una via de
sefializacion que coincide solo en parte con el AR-P1 ya que es capaz de activar la proteina
Gs pero, tras una estimulacion sostenida por el agonista y la fosforilacion del receptor por
GRK2, también activa la proteina Gi, que posee capacidad para inhibir la AC (Xiao y cols.,
1995; Daaka y cols., 1997a; Kilts y cols., 2000). Se ha demostrado la relacion que existe
entre esta activacion de la proteina Gi mediada por AR-B2 y otras vias de sefializacidon como
la via PI3K/Akt y la via de las MAPK (ERK1/2 y p38), de efecto antiapoptdtico y por tanto
cardioprotector. Asi pues, la via de sefializacion P2-Gi juega un importante papel
cardioprotector frente a la apoptosis de cardiomiocitos (Zhu y cols., 2005; 2006; Xiao y
cols., 2006;). Por ello, el incremento en la expresion de GRK2 y un mayor papel funcional
del AR-B2, derivado de la regulacion a la baja del AR-P1y de una mayor expresion del B2 en
VI, favorecerian los mecanismos de cardioproteccion mediados por la via B2-Gi.

Por otro lado, observamos en nuestros resultados que la expresion de los subtipos de AR-a
no se encuentra disminuida en explantes de VI de corazén insuficiente frente a explantes de
corazon sano, a diferencia de lo que ocurre para el AR-B1 (Figura 3). Si a esto le unimos que
al subtipo oua, mayoritario en corazén humano, se le asocian acciones cardioprotectoras
mientras que el subtipo oue se asocia con hipertrofia cardiaca (Huang y cols., 2007,
Woodcock v cols., 2008; Jensen y cols., 2011), pensamos que este aumento en la proporcion
de los AR-aua en corazén insuficiente podria suponer un mecanismo protector del corazon.
Esto quedd demostrado en el ensayo clinico ALLHAT realizado en el aio 2000 (The
Antihypertensive and Lipid-Lowering Treatment to Prevent Heart Attack Trial) donde
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aquellos pacientes que recibieron ai-bloquantes mostraron una menor proteccion frente a la
IC asi como también la Doxazosina (bloqueante a-adrenérgico) indujo apoptosis de
cardiomiocitos de ratdbn y humanos (Gonzalez-Juanatey y cols., 2003).

Resumiendo, el cambio de proporcionalidad que se da en corazon insuficiente entre Bi/B2 y
a1a/B podria explicarse como un mecanismo de defensa del corazon favoreciendo la
funcionalidad de los subtipos que poseen vias de sefializacion que favorecen la
cardioproteccion a expensas del AR-B1 el cual, aun siendo el AR de mayor relevancia por
sus acciones 1notropicas y cronotropicas, posee en condiciones de continuo estimulo
adrenérgico una actividad apoptotica y cardiotdxica.

¢Las tres 1soformas de GRK presentes en el miocardio humano son reguladas de la
misma forma en estados de I1C'?

Anteriores estudios muestran que la expresion de las GRK estd alterada en condiciones
patologicas en las que estd aumentado el tono adrenérgico, o por administracion de
agonistas, los cuales incrementan los niveles de GRK (Moniotte y cols., 2001; Port y cols.,
2001; Lowes y cols., 2002; Metaye y cols., 2005; O Connell y cols., 2006; Oliver y cols.,
2010; Segura y cols., 2010; Noor y cols., 2011; Rengo y cols., 2011;) o bien por la
administracion de antagonistas o la exclusion de los agonistas enddgenos, que conducen a
una disminucion de las GRKs (Skomedal y cols., 1997; Port y cols., 2001; Metaye y cols.,
2005; O Connell y cols., 2006).

En nuestro caso, las GRK mantuvieron el orden de expresion caracteristica, GRKS > GRK2
> GRK3 (Figura 2), datos que corroboran estudios previos (Ungerer y cols., 1994; Liggett y
cols., 2008; Triposkiadis y cols., 2009) y aparecid una tendencia a aumentar la expresion de
las tres isoformas al comparar el corazén insuficiente con el corazdn sano, siendo GRK2 y
GRKS5 las que mostraron niveles de expresion significativamente mayores (Figura 7).

Estos resultados estdn en la linea de estudios previos que encuentran una sobrexpresion de
GRK?2 y GRKS5 en modelos de IC (Ungerer y cols., 1996; Rockman y cols., 1998; Anderson
y cols., 1999; Harding y cols., 2001; Iaccarino y cols., 2001; Vinge y cols., 2001; Petrofski y
cols., 2003; Brinks y cols., 2010), aunque en nuestro caso la diferencia no llega a ser
significativa en todas las cavidades, lo que puede atribuirse a diferencias en la etiologia de la
IC, como se discute a continuacion.



¢Los cambios en la expresion de AR y GRK dependen de la etiologia de la IC?

La poblacidn objeto de estudio a partir de la cual se obtuvieron las muestras de VI y VD
durante el proceso del trasplante cardiaco poseia una severa IC en fase terminal o clase IV
segln la clasificacion de la NHYA. El término IC no se refiere a una enfermedad concreta
sino que engloba una serie de sindromes en los que los pacientes presentan diferentes signos,
sintomas y alteracidon cardiaca estructural. La IC puede tener diferente etiologia, teniendo
como desencadenante comdn la incapacidad del corazdon de abastecer al organismo de la
oxigenacion y nutrientes necesarios. Conocida la expresion de los diferentes AR y GRK en
situaciones de IC, decidimos localizar posibles diferencias de esta expresion segln la
etiologia causante de la insuficiencia. Para ello, dividimos las muestras en tres grupos:
pacientes con Cardiopatia Isquémica (CI) (n=10), pacientes con Miocardiopatia Dilatada
(MD) (n=17) y el tercer grupo fue denominado NI-ND (No isquémicas-No dilatadas) (n=15)
y engloba una amalgama de cardiopatias diferentes a la CI y MD (Tabla 12). Este tltimo
grupo de pacientes NI-ND conserva niveles de FEVI superiores al 25% mientras que los
otros dos grupos, CI y MD, poseen niveles inferiores al 25% (Figura 12). Sin perder la
atencion a estas diferencias en la fraccién de eyeccion en cada grupo se analiz6 la posible
variacion en la expresion de los AR y GRK.

Comparando los tres grupos de cardiopatias, el grupo de pacientes NI-ND mostro una leve
disminucion del AR-B1 en VI, que no llega a ser significativa si lo comparamos con los
explantes de corazén sano (Figura 9). Esta ligera disminucion no significativa del AR-B1 en
VI de pacientes NI-ND podria ser una de las razones por la que no se observa una
disminucion tan marcada de la FEVI en este grupo de pacientes con respecto a 1os pacientes
que padecian CI o MD (Figura 12). En el grupo de pacientes con CI el AR-B1 disminuyd
significativamente tanto en VI como en VD, mientras que en el grupo que sufria MD solo se
mostro esta disminucion a nivel del VI. Es de sefalar que en el grupo de NI-ND, se observan
niveles menores de AR-P1 en el VD pero no en el VI, lo que podria deberse a que, en este
grupo de pacientes, la funcionalidad del VI estd mas preservada mientras que es el VD el
que parece estar mds afectado. Tanto el subtipo B2 como los AR-01 no mostraron cambios
relevantes entre los diferentes grupos ni tras compararlos con corazon sano (Figuras 8A y
9A), aunque observamos una tendencia al aumento, que no llega a ser significativa, en VI
de pacientes con CI y MD, pero no en NI-ND. Aunque en el conjunto de pacientes con IC
encontrdbamos significativamente aumentada la expresion del AR B2 en VI, al dividirlos en
grupos, el andlisis estadistico pierde significacion, por 1o que pensamos que seria necesario
un ndmero mayor de pacientes en cada grupo para que esta diferencia alcanzase
significacion estadistica.
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Para confirmar los resultados expuestos a nivel génico se realizaron ensayos de Western Blot
en explantes de VI comparando los tres grupos (MD, CI y NI-ND). Los resultados revelaron
que los niveles de proteina siguieron la misma pauta de expresion que la marcada a nivel de
ARNm, apareciendo una disminucion significativa del subtipo B1 en MD y CI frente a NI-
ND (Figura 8B y 9B). Tras observar la disminucion del AR-P1 tanto a nivel proteico como
génico en VI de pacientes con CI y MCD, nos ayudamos de una tercera prueba experimental
para corroborar tal descenso, y son los ensayos de unién de un radioligando especifico de los
AR-B, que no discrimina entre subtipos. A partir de esta Gltima prueba cuantificamos los
AR-PB existentes en los tres grupos de cardiopatias (CI, MCD y NI-ND). Estos resultados
demostraron una vez mds que en VI de pacientes MD y CI existid6 una disminucion en la
densidad de los AR-P, estadisticamente significativa en comparacidon con el grupo NI-ND
(Figura 10)

Desde otro punto de vista, agrupando los valores obtenidos de expresion de ARNm de los
AR y GRK segtin porcentaje de FEVI, siendo estos porcentajes de FEVI < 25% y FEVI >
25%, los resultados fueron de nuevo aclaratorios sobre la importancia que ejerce el AR-B1 en
la funcionalidad cardiaca. Se observo un nivel de expresion menor del subtipo B1 en el VI de
los corazones con FEVI < 25%, demostrandose una vez més, la jerarquia de este subtipo en
el corazon. La menor expresion de Pi fue acompafiada de un nivel menor de ARNm de
GRKS en los pacientes que poseian una FEVI < 25%, esta disminucion paralela relacionaria
esta cinasa como reguladora principal del subtipo Pi1 (Figura 14), como se discute mds
adelante, revelando su importancia reguladora en estados de IC.

En el caso de las GRK, como bien explicamos al principio de la discusion, el promedio de
expresion en VI de los explantes de corazon insuficiente de todos los pacientes estudiados
mostrd un ligero aumento en las tres 1soformas, que sélo alcanza significacion para la GRK2
en VI y para la GRKS en VD. Cuando agrupamos las muestras segln la etiologia,
observamos cambios caracteristicos en cada una de ellas. Un resultado destacable es el
aumento significativo en la expresion de GRK?2 en VI de pacientes con MD y NI-ND (Figura
11), lo que coincide con estudios previos que describen la regulacion al alza de esta
isoforma en la IC (Ungerer y cols., 1993 y 1994; Vinge y cols., 2001; Hata y cols., 2003;
Dzimiri y cols., 2004; Taccarino y cols., 2005).

Segtin la propuesta de Leineweber (2005) las GRK en corazdn insuficiente aumentan
conforme avanza la gravedad de la enfermedad en estadios leves o iniciales (clases I-II de la
NHYA), pero bajan hasta niveles controles en estadios mds graves o avanzados (clases III-
IV de la NHYA). De la misma manera, en modelos animales de IC se ha descrito el aumento
de los niveles de GRK2 en la fases iniciales, y con el trascurso del tiempo, en las fases
tardias de la IC se produce una bajada en los niveles de GRK?2 coincidiendo con la
disfuncién ventricular y la dilataciéon de las cdmaras (Ping y cols., 1997; Vinge y cols.,



2001). La rapida regulacion tanto al alza como a la baja de GRK2 mostrada en anteriores
estudios (Liggett y cols.,, 2008) sugiere que esta 1soforma puede funcionar
predominantemente en la modulacion aguda de la sefializacion de los AR-PB. En este caso, el
aumento de la expresion de la GRK?2 observada en la MD y NI-ND (Figura 11) podria estar
relacionada con el aumento cronico de la actividad simpatica en la IC (Rengo y cols., 2011),
la severidad clinica de la IC, o el tratamiento farmacologico que recibe el paciente (Agiiero y
cols.,, 2012). Un andlisis profundo de la expresion de GRK2 en relacion con las
catecolaminas circulantes en sangre o el tratamiento farmacologico que reciben los pacientes
(B-bloqueantes o dobutamina, dopamina o noradrenalina) podria ser una herramienta en
futuros estudios, pero el ntmero limitado de muestras del presente trabajo y la complejidad
de los tratamientos que reciben los pacientes no nos ha permitido establecer una relacion
clara.

Sin embargo, hay que destacar el resultado obtenido en el grupo de pacientes con CI, donde
la expresion de las tres isoformas de GRK no es estadisticamente diferente de la observada
en VI sano, pero es menor que la encontrada en MD o NI-ND (Figura 11). La marcada
alteracion en la actividad cardiaca, como muestra su FEVI (<25%) (Figura 12), coincidiria
en estos pacientes con la mayor regulacion a la baja del AR-B1, sin que haya un aumento de
las GRK. Por lo tanto, de esta observacidon podemos concluir que la regulacion a la baja del
AR-B1, y no un aumento en la expresion de GRK, parece ser el mecanismo que conduce a la
disminucion de la fraccion de eyeccion cardiaca observada en estos pacientes. Los resultados
obtenidos en el grupo de pacientes NI-ND corroboran esta conclusion ya que este grupo
exhibe una mayor expresion de AR-B1 en el VI (Figura 9), junto con una mayor FEVI, a
pesar del aumento significativo de GRK2 y GRKS en esta cdmara cardiaca.

Resumiendo, el grupo de pacientes con insuficiencia NI-ND muestra una mayor expresion
del AR-B1 junto con una mayor expresion de GRK2 y GRKS, siendo el grupo que presenta
mayores niveles de FEVI. En el grupo de pacientes con CI ocurre lo contrario, apareciendo
una disminucién importante de la expresion de P1 no acompaiada de aumento en las GRK y
que conduce a FEVI menores del 25%, confirmando asi un mecanismo deletéreo en
condiciones de alto desgaste miocardico atribuible, fundamentalmente a cambios en el AR-
B1 y no tanto a cambios en las GRK.

En esta linea estdn las observaciones de Leineweber y cols., (2005) y nuestros propios
resultados (Agtiero y cols. 2012) que, como ya hemos comentado, demuestran como
aumentan las GRK en corazodn insuficiente en estadios leves o iniciales (clases I-II de la
NHYA) pero, conforme avanza la gravedad de la enfermedad, bajan hasta niveles similares a
los controles sanos (clases III-IV de la NHYA) donde precisamente la FEVI estd
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draméticamente disminuida, al 1gual que ocurre en modelos animales de IC (Ping y cols.,
1997; Vinge y cols., 2001).

¢Qué relacion existe entre las variables clinicas y la expresion de AR y GRK en
pacientes con IC?

Una de las técnicas diagnosticas mas utilizadas para conocer la funcionalidad del corazon es
la ecografia o ecocardiograma, la cual nos proporciona una abundante informacion sobre la
anatomia cardiaca (volimenes, geometria, masa), la movilidad de las paredes y la funcion
valvular. Esta prueba proporciona informacion fundamental sobre la etiologia de la IC. Asi
pues, cuando se pretende valorar la funcidn ventricular, la determinacidn de la fraccion de
eyeccion es la variable mas ttil obtenida en la ecografia cardiaca (Dickstein y cols., 2008) y
ya hemos comentado su relacion con la etiologia de la IC y los cambios en la expresion del
AR-B1.

Cuando analizamos s1 existe una correlacion lineal entre los valores de FEVI para un
determinado paciente y la expresion de los AR y las GRK en VI de ese mismo paciente,
encontramos que existe una correlacion significativa y positiva con la expresion génica de
los AR aua, B1, B2 y la cinasa GRKS (Figura 37). Aun encontrdndonos frente a corazones
con funcionalidad disminuida, siendo una de las principales causas la fuerte regulacion a la
baja del AR-PB1, se conserva la correlacion de este subtipo con esta variable, y esto se puede
interpretar en el sentido de que, aun sufriendo esta dréstica disminucion, el subtipo Pi
continuaria siendo uno de los AR con mayor importancia funcional en el corazon.

En el caso del subtipo P2, la correlacion con la FEVI encontrada en nuestro grupo de
pacientes parece indicar un papel funcional de importancia en condiciones de IC. Cabe
destacar la correlacion encontrada, y no descrita en estudios previos, entre la FEVI y los
niveles de expresion de ARNm del AR-oua en VI (Figura 37). Este hallazgo apunta a que el
subtipo o1a podria contribuir al mantenimiento de la funcionalidad del corazon insuficiente,
asi como también, corroboraria los efectos cardioprotectores mostrados en resultados previos
por este subtipo (Jensen y cols., 2011), todo lo contrario al subtipo oas al cual le asignan
efectos hipertroficos en el desarrollo cardiaco del raton (O° Connell y cols., 2000) y
humano (Skomedal y cols., 1997; Wang y cols., 2010). En este contexto, donde la variable
clinica ecocardiografica FEVI correlaciona directamente no solo con el AR-P1 si no también
con los AR aua y B2, consideramos que los tres subtipos parecen jugar un papel importante
en la regulacion cardiaca en estados de insuficiencia.

Ademds de los AR aua, P1y P2, también se observd correlacion significativa y positiva
entre la GRKS y la FEVI (Figura 37). Esta cinasa es la mas expresada de las tres isoformas
en el corazdon, como demuestran tanto resultados nuestros como previos (Ungerer y cols.,



1994; Liggett y cols., 2008; Triposkiadis y cols., 2009) y junto con la GRK2, se considera
como una de principales reguladoras de los AR-B. La aparicion de una correlacion positiva
entre los niveles de expresion de GRKS en VI y la FEVI indicaria que esta isoforma podria
tener también un papel central en la funcionalidad cardiaca en estados de insuficiencia.

Otro resultado interesante no previamente descrito, es la existencia de una mayor expresion
de GRK3 y GRKS5 asociada a un menor didmetro tele-sistdlico (DTS-VI) y tele-diastélico
(DTD-VI) del VI (Figura 13), afladiendo asi nueva informacién sobre la importancia de la
actividad de estas cinasas en la regulacion cardiaca. DTS y DTD del VI son variables
obtenidas mediante ecocardiograma que informan del tamafio del didmetro del VI tras la
sistole y la didstole, ayudando al clinico a conocer las dimensiones del espacio existente en
VI en su punto final de contraccion y dilatacion, y con ello, su relacidon con el volumen de
sangre que es capaz de expulsar el corazon. La correlacion negativa de DTS y DTD del VI
con la expresion de GRK3 (Figura 39) corroboraria estudios previos que atribuyen a esta
cinasa un papel protector en el sistema cardiovascular (Vinge y cols., 2008; Oliver y cols.,
2010) y contribuye a un mayor entendimiento de la posicidn del gen que codifica esta cinasa
en un locus del cromosoma asociado con la masa del VI y su contractilidad (Arnett y cols.,
2001).

La correlacion inversa encontrada entre la expresion de GRKS (una cinasa que modula la
contractilidad cardiaca) y estas variables DTS y DTD (Figura 39) apoyaria la evidencia
clinica, en caso de IC, del papel protector de un polimorfismo de esta cinasa que inhibe la
sefalizacion de los AR-P1 de una forma mas efectiva (Liggett y cols., 2008).

Otra interesante correlacion que se observa es la existente entre el GC y los niveles de
ARNm del AR-B2 (Figura 38), variables entre las que existe una correlacion, significativa y
positiva, que no encontramos entre el GC y el AR-P1. Como bien explicibamos
anteriormente, a diferencia del AR-P1, el AR-B2 posee la capacidad de activar tanto la
proteina Gs como la Gi, dependiendo de su mayor grado de fosforilacion y la via de
sefializacion regulada por la proteina Gi juega un importante papel cardioprotector (Zhu y
cols., 2005; Xiao y cols., 2006). Ante esto, pensamos que la correlacion entre el GC y el
subtipo P2 fortaleceria la hipotesis de la capacidad de la via P2/Gi de beneficiar mecanismos
cardioportectores en estados de insuficiencia.

Por tltimo, otras correlaciones significativas son las existentes entre la expresion del AR-P1
o la GRK2 y la Presiéon Capilar Pulmonar (PCP) (Figura 41), la Presion Arterial Pulmonar
Media (PAPM) y la Presion Arterial Pulmonar Sistdlica (PAPS) (Figura 40). El AR-P1
correlacion6 de forma inversa con la PCP y PAPM , mientras que la GRK2 1o hizo también
de forma inversa con PCP, PAPS y PAPM lo que se traduce en que, a menor expresion del
AR B1 o la GRK2 mayor presion pulmonar. La disminucion de la expresion del AR-B1 en IC
conlleva una reduccién en la funcionalidad cardiaca, por lo que es de esperar un aumento de
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las presiones pulmonares ya que el corazdn es incapaz de bombear correctamente sangre
hacia el pulmon.

No esta tan clara, sin embargo, la relacién entre una menor expresion de GRK2 y un
aumento de las presiones pulmonares (capilar, sistolica y media). Sabemos que la expresion
de GRK2 se altera en condiciones patologicas o tras la administraciéon de agonistas o
antagonistas (Sato, 2015). También se ha observado un cambio en la expresion y actividad
de GRK2 en linfocitos y corazén de pacientes (Ungerer y cols., 1993; 1994; Dzimiri y cols.,
2002; 2004; Iaccarino y cols., 2005; Agliero y cols., 2012) o modelos animales de IC
(Ungerer y cols., 1996; Rockman y cols., 1998; Anderson y cols., 1999; Iaccarino y cols.,
2001; Harding y cols., 2001; Vinge y cols., 2001; Petrofski y Koch, 2003; Brinks y Eckahrt,
2010) vy se ha relacionado esta cinasa con la hipertrofia cardiaca (Choi y cols., 1997) y el
daflo miocédrdico (Sato y cols., 2015). Por ello, ni los antecedentes publicados ni nuestros
resultados nos permiten aventurar una hipotesis que explique la relacion inversa entre 1os
niveles de expresion de GRK?2 y las presiones pulmonares.

2. Los Linfocitos, como posibles biomarcadores en la IC.

Los linfocitos circulantes han sido propuestos como biomarcadores al pensar que podrian
reflejar cambios en la expresion de genes en otros 6rganos o tejidos, constituyendo una
poblacion celular de facil acceso y manejo (Gros y cols., 2000; Oyama y cols., 2005; Oliver
y cols., 2010; Hata y cols., 2006). En concreto, trabajos anteriores proponen a los linfocitos
como marcadores de los cambios en la expresion, a nivel cardiaco, de los AR-B (Brodde y
cols., 1985 y 1986) y de la GRK?2 (Gros y cols., 2000; Iaccarino y cols., 2005; Oyama y
cols., 2005). Es por ello que estudiamos la expresion de AR y GRK en linfocitos obtenidos
de los mismos pacientes a los que se habia analizado la expresion en miocardio.

A nivel de los linfocitos circulantes la mayoria de autores asumen como subtipo mayoritario
el B2 (Tayebati y cols., 2000; Veglio y cols., 2001; Kin & Sanders, 2006; Yu y cols., 2007).
Nuestros resultados en sujetos sanos (Figura 15) muestran la coexistencia de los tres subtipos
de AR-P (B1, B2, v P3) confirmando trabajos previos (Yu y cols., 2007). El mayor nivel de
expresion correspondi6 al subtipo P2, seguido del Pi1, y muy de lejos, en niveles
practicamente indetectables el AR-Ps. Se ha descrito al AR-P2 como posible nexo de unién
entre el sistema inmune y el sistema nervioso, estando ademds implicado en la produccion
de citocinas, la proliferacion y la diferenciacién celular (Kohm & Sanders, 2001; Kin &
Sanders, 2006).



La GRK2 es la cinasa predominante, constituyendo més del 50% de las tres isoformas
estudiadas, y estando GRK3 y GRKS en niveles inferiores (Figura 15), tal y como ha sido
previamente descrito (Dzimir1 y cols., 2002; Iaccarino y cols., 2005; Hata y cols., 2006). Se
ha mencionado la implicacion de la GRK?2 en la regulacidn de receptores de quimiocinas en
el linfocito, como uno de los factores reguladores de la quimiotaxis y la respuesta celular
(Vroon y cols., 2004a; Premont y cols., 2007).

Ademads de trabajar con linfocitos procedentes de voluntarios sanos, se obtuvieron linfocitos
de pacientes con hipertension, pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada (pre-trasplante)
y pacientes a los que se les realizo trasplante cardiaco (post-trasplante). Los resultados
obtenidos indican que entre los diferentes grupos, los pacientes con IC avanzada son los
Gnicos que mostraron un aumento de expresion significativa del AR Pi1 y la GRKS en
linfocitos circulantes, a la vez que una disminucién de la expresion de B2 y GRK2 (Figura 16
y 17), resultados que no concuerdan con lo observado en corazon insuficiente (Figura 4 y 5),
donde ya hemos descrito cambios que siguen un patron opuesto.

No se encontr6 una diferencia estadisticamente reveladora en los niveles de ARNm del AR-
B2en el grupo de pacientes hipertensos respecto a los controles, 1o que contrasta con estudios
previos que muestran un incremento en la densidad de dicho subtipo en la hipertension
(Brodde y cols., 1985; Parfyonova y cols., 1988; Bono y cols., 1995). Esta aparente
discrepancia podria deberse al hecho de que algunos autores asumian que el AR-PB2 era el
inico subtipo presente en linfocitos y utilizaban radioligandos no selectivos para cuantificar
dichos receptores, por lo que en sus resultados observan un aumento del AR-B que
interpretan como correspondiente al subtipo P2, pero que nosotros, que hemos diferenciado
entre ambos subtipos, vemos que podria corresponder al Pi. Aun asi, no encontramos
aumentada la expresion del AR-P1 en nuestra poblacion de pacientes hipertensos, pero si en
un trabajo previo de nuestro grupo (Oliver y cols., 2010) en el que demostramos que dicho
aumento se correlaciona con cifras elevadas de microalbuminuria mas que con el estado
hipertensivo en si mismo. Esta observacion explicarfa la divergencia de resultados
encontrados por distintos autores trabajando con pacientes hipertensos, ya que dependiendo
de las caracteristicas clinicas del grupo, especialmente de su funcién renal, podremos
encontrar resultados diferentes en los niveles de expresion del AR-B1 en linfocitos.

Al igual que ocurre en el corazon insuficiente, donde el constante estimulo adrenérgico llevo
a la disminucién de la expresion de su subtipo mds relevante, a nivel linfocitario podria
ocurrir con su equivalente, tratindose de un mecanismo adaptativo similar y salvando asi el
constante estimulo catecolaminérgico. Sin embargo, 1llama la atencidon que la disminucion del
subtipo B2 en linfocitos de pacientes con IC estuvo acompaiiada del aumento en la expresion
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del AR B1 (Figura 16), cambio al que no podemos atribuir un papel claro y que no se
correlaciona con la disminucion de este subtipo encontrada en corazon insuficiente.

Es interesante sefialar que, comparando los linfocitos procedentes de pacientes en situacion
de pre-trasplante con los linfocitos procedentes del mismo paciente pasado un tiempo tras el
trasplante, se observo una normalizacidn en los niveles de expresion de los AR y GRK
(Figura 16) pero nuestros resultados no nos permiten concluir la significacion fisiopatologica
de este cambio. En cualquier caso, la normalizacién de la funcidn cardiaca parece revertir 1os
cambios observados en la expresion de los AR y GRK en linfocitos circulantes de pacientes
con IC.

Como ya hemos indicado, estudios previos encontraron que, en algunos casos, los cambios
en la expresion de los AR-B o GRK2 en corazon o vasos de pacientes con IC o HTA se
vieron reflejados en los niveles de expresién en linfocitos circulantes, 1o que sustentaba la
hipotesis de que los linfocitos puedan ser utilizados como biomarcadores periféricos de los
AR o las GRK en situaciones de IC (Gros y cols., 2000; Oyama y cols., 2005; Oliver y cols.,
2010; Hata y cols., 2006). Sin embargo, nuestros resultados no apoyan esta hipotesis ya que
los cambios observados en corazén no sélo no coinciden con los observados en linfocitos,
SN0 que siguen un patrén opuesto. Encontramos una disminucion del AR-B1 en corazon
mnsuficiente (Figura 4) junto con un aumento de este subtipo en linfocitos (Figura 16) de los
mismos pacientes; al mismo tiempo, encontramos una disminucidn en la expresion del
subtipo P2 en linfocitos, cuando en VI insuficiente observdbamos un aumento. Todo esto
refuerza la idea de que en la IC se produce una regulacion a la baja del AR-P1 en el corazén
que no responde a un mecanismo general y por ello no se refleja en otros érganos o tipos
celulares del organismo, como es el caso de los linfocitos.

Ademads de estos mecanismos especificos que sélo se producen en el corazoéon insuficiente y
no se reflejan en linfocitos, la aparente relacion encontrada por otros autores en
determinados grupos de pacientes, entre la expresion de AR-Pp o GRK en corazon y
linfocitos, podemos atribuirla a una regulacién general que podria observarse sbélo en
circunstancias en las que se estd produciendo un cambio en el tono adrenérgico que afecte
por igual a distintos Organos y/o sistemas. En esta interpretacion coincidimos con otros
autores (Atramadal, 2009).



3. Influencia del tratamiento farmacoldgico de la IC en la expresion
de los AR y GRK

Existen diferentes posibilidades en la combinacion de farmacos para el tratamiento de la IC,
las cuales dependerdn principalmente de la etiologia causante. Dentro del arsenal terapéutico,
destacan dos grupos que resultan imprescindibles por demostrar en multiples ensayos
clinicos una reduccion de la mortalidad y de las hospitalizaciones: inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina (IECA) y B-bloqueantes. Mientras que los B-bloqueantes
actian directamente sobre los AR encargados de aumentar el ritmo y frecuencia cardiaca, los
IECA lo hacen de forma indirecta evitando la sintesis de angiotensina, que posee
propiedades vasoconstrictoras, facilitando asi el vaciado del corazén a través de la
disminucion de las presiones arteriales. En definitiva, aunque mediante mecanismos
diferentes, ambos tratan de disminuir el compromiso del corazén en situaciones de estrés
frenando asi su agotamiento y los efectos cardiotoxicos que surgen tras activacion de los
mecanismos reguladores. Ambos se combinan en los diferentes tratamientos frente a la IC y
son en la mayoria de los casos de obligada eleccion.

En la préctica clinica, el perfil farmacoldgico que conduce a mejores resultados en cuanto a
evolucidn y supervivencia en pacientes con patologias cardiacas es el de los B-bloqueantes
vasodilatadores como el carvedilol, que ademds de comportarse como un agonista

“brased”  (Wisler y cols. 2007; Rajagopal y cols., 2010; Tzingounis y cols. 2010) sobre
adrenoceptores B, también es antagonista de los adrenoceptores o1 favoreciendo asi una
disminucion de la sobrecarga del VI a través de la vasodilatacion periférica. Por otro lado, se
ha propuesto que el carvedilol puede favorecer la vasodilatacion dependiente de endotelio en
pacientes con miocardiopatia dilatada a través de un aumento en la biodisponibilidad de NO
(Nishioka y cols., 2007).

En nuestro trabajo, comparando los pacientes con IC tratados con carvedilol frente a aquellos
que no recibieron tratamiento con este P-bloqueante, observamos una disminucion de la
expresion del AR P1 y de las tres GRK en el VI de los pacientes que recibieron dicho
tratamiento (Figura 26), disminucidn inesperada tratindose de un antagonista de estos
receptores, pero que justificaria su efecto cardioprotector. Sin embargo, en los linfocitos
circulantes no se observo cambio alguno en la expresion de los AR y GRK tras tratamiento
con carvedilol (Figuras 27) lo que indica una accion selectiva sobre el miocardio.

Otro interesante dato que apoya los efectos cardioprotectores del carvedilol, es la
disminucidon de los niveles del péptido natriurético tipo B (BNP) y el pro-BNP
aminoterminal (NT-proBNP) (indicador de estrés en la pared miocdrdica) en aquellos
pacientes que recibieron tratamiento con carvedilol (Figura 25).
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A partir de estos resultados en pacientes, tratamos de analizar s1 1os cambios observados eran
causa o efecto del tratamiento con carvedilol y para ello escogimos un modelo mas simple en
el que la tnica variable determinante de los resultados fuese el tratamiento con carvedilol.
Trabajamos con ratas Wistar, que se trataron durante 4 semanas con carvedilol 20 mg/kg/dia,
una dosis equiparable a la que reciben nuestros pacientes, confirmandose la disminucion de
la expresion de AR-P1, GRK2 y GRKS, a la que se uni6 una disminucion significativa de los
AR-o1 (Figura 28) tras este tratamiento. La disminucion en la expresion de los AR-P1 y las
GRK tanto en corazén humano como de rata Wistar tras administracion cronica de carvedilol
resulta paradojica ya que, en la mayoria de los casos, el tratamiento prolongado con PB-
bloqueantes conlleva un mecanismo compensador de regulacion al alza de los receptores
bloqueados. Aunque en algunos casos se ha observado que el tratamiento con ciertos P-
bloqueantes como metoprolol o bisoprolol no cambia la expresiéon (Brodde y cols., 1989;
Schmiedebergs, 1989) y el tratamiento con alprenolol la disminuye (Hughes y cols., 1988)
estos cambios se han observado en cultivos celulares y no 7z vzvo, como ocurre en nuestro
caso. La peculiaridad de esta modulacidon de los AR-P1 por el carvedilol, podria estar
relacionada con su actividad como agonista “brased” y explicaria su éxito terapéutico y su
capacidad de modular la actividad adrenérgica a través de una disminucidn de las acciones
deletéreas de la continua estimulacion del AR-Bi1, asigndndole asi los conocidos efectos
cardioprotectores.

Es interesante sefialar que tratamientos ex vzvo, en corazon aislado de rata Wistar (Figura
30) o in vitro sobre células HEK 293 (Figura 31) no originan cambios en los niveles de
expresion de AR-P1 y GRK, lo que parece indicar que la modulacion solo se produce tras un
tratamiento cronico zz vivo con carvedilol. También es de destacar que en los pacientes que
reciben este tratamiento, los cambios en la expresion del AR-B1 y las GRK solo se observan
en VI y no en linfocitos circulantes, 1o que indica que se trata de un mecanismo especifico
de regulacion de la actividad cardiaca.

En lo que atafie al tratamiento con IECA, el captopril no modifico la expresién de los AR y
GRK en pacientes con IC (Figura 32), sin embargo mostrd en ratas Wistar tratadas durante 4
semanas con una dosis de 50 mg/kg/dia, una disminucién del AR-oua, y las cinasas GRK2
y GRKS (Figura 35). Como vemos, los cambios son diferentes en funcion del tratamiento vy,
con los datos obtenidos, no es posible hacer una interpretacion de la trascendencia de los
cambios encontrados tras el tratamiento con captopril.



4. Cambios de expresion de AR y GRK en corazon y rifién de ratas
hipertensas.

La presion arterial es el producto del GC y la resistencia vascular periférica, y los cambios
en estos pardmetros dependen de la interaccion de diversos sistemas que actiian
interrelacionados entre si. Mientras unos tienden a elevar los niveles de presion arterial
(actividad adrenérgica, sistema renina-angiotensina, prostaglandinas vasoconstrictoras,
endotelinas) otros tienden a disminuirlos (6xido nitrico, prostaglandinas vasodilatadoras,
bradikinina). La interaccion entre variaciones genéticas y factores ambientales tales como el
estrés, la dieta y la actividad fisica, contribuyen al desarrollo de la HTA esencial. Esta
Interaccion origina los denominados fenotipos intermedios, mecanismos que determinan el
fenotipo final de HTA a través del gasto cardiaco y la resistencia vascular total. Los
fenotipos intermedios incluyen, entre otros: el sistema nervioso autéonomo, el sistema renina
angiotensina, factores endoteliales, hormonas vasopresoras y vasodepresoras, volumen
liquido corporal (Maicas y cols., 2003)

En la HTA sostenida se reajusta la actividad de los barorreceptores sin perder su
sensibilidad. Esta disfuncion facilita la perpetuacion de la actividad simpatica
inapropiadamente elevada de la HTA establecida. La mayor liberacion de adrenalina y
noradrenalina en individuos con HTA esencial provoca de forma secuencial aumento de la
secrecion de renina, seguido de una disminucién en la excrecion de sodio urinario al
aumentar la reabsorcion tubular y, finalmente, disminuye el flujo sanguineo renal y la tasa de
filtrado glomerular. Existe un feedback positivo del Sistema nervioso simpatico y el Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona: la angiotensina II act@a periférica y centralmente para
incrementar la descarga simpatica (Maicas y cols., 2003).

Este aumento de los niveles de catecolaminas en sangre en busca de compensar resistencias
periféricas podria desencadenar con el tiempo cambios en la expresion de los AR y GRK a
nivel cardiaco que podrian coincidir con los observados en la IC. Por ello, analizamos los
cambios en la expresion de los AR y las GRK en corazon, aorta y rifion obtenidos de dos
modelos de ratas hipertensas y sus respectivos controles.

Realizando la comparativa entre donantes y ratas Wistar, existe una clara diferencia a nivel
de los subtipos o1 en VI donde el ous (Figura 18) aparece como predominante en rata
(Jensen y cols., 2009), mientras que en VI humano pasa a ser el oua (Figura 2). En el caso
de los AR-PB se mantiene la misma proporcionalidad siendo el mayoritario el subtipo P1. Sin
embargo, a nivel de las GRK, la cinasa mayoritaria en VI de rata Wistar es la GRK2 (Figura
18) mientras que en VI humano es la GRKS (Figura 2)
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Observando los resultados de expresion de los AR y GRK en los diferentes modelos de
hipertension en ratas utilizados, encontramos importantes diferencias. Mientras que en VI de
ratas SHR no aparecieron cambios de expresion de los AR respecto a sus controles WKY, en
las ratas Wistar tratadas con L-NAME se observa en VI un aumento en la expresion tanto de
AR B1 como B2 (Figura 20) . Ademads, se observa un aumento significativo en la expresion
de las GRK en VI de ratas tratadas con L-NAME, mientras que en ratas SHR no
encontramos tampoco cambios significativos (Figura 21). En riién de ratas Wistar tratadas
con L-NAME, encontramos también un aumento en la expresion de los AR B1 y P2 mientras
que en riion de ratas SHR encontramos una disminucion del subtipo B2 (Figura 23). Por lo
que respecta a las GRK, en rifién de ratas tratadas con L-NAME encontramos aumentadas
las tres isoformas estudiadas mientras que en rifién de ratas SHR solo observamos una
disminucion significativa de la GRK2. Llama la atencion el paralelismo encontrado en los
cambios entre el subtipo B2 y la GRK?2 y entre el subtipo B1 y la GRKS.

Dado que la elevacidon de las cifras de presion arterial y la hipertrofia cardiaca son
semejantes en ambos modelos de ratas hipertensas (Tabla 15), la diferencia en los cambios
de expresion observados en uno y otro modelo de hipertension indica que dichos cambios no
son una consecuencia del estado hipertensivo sino, por el contrario, pueden estar implicados
en la génesis o bien en los mecanismos moduladores de dicho estado, que serdn diferentes
segln la etiologia.

En el caso de las ratas tratadas durante cuatro semanas con L-NAME, potente inhibidor de
las sintasas de oOxido nitrico (NOS), las cifras de presion arterial se elevan como
consecuencia de la disfuncidon endotelial que supone la inhibicién de este mediador
vasodilatador. En este modelo, encontramos en corazon y rifién un aumento en los niveles
de expresion tanto del AR-B1 como del -B2.

En las ratas SHR la actividad y la expresion de la 1soforma endotelial de 1la NOS (eNOS) se
encuentra incrementada (Nava y cols., 1995; 1998) existiendo una mayor produccién de NO
y, por tanto, se podria pensar que esta mayor disponibilidad favorecerfa la funcion
endotelial. Sin embargo, esto no ocurre, pues las células endoteliales de las ratas SHR
producen més anion superoxido (O2) a partir de la xantina oxidasa, NAD(P)H e incluso de
la propia eNOS, lo que disminuye la biodisponibilidad de NO, pero sin llegar a una situacion
de pérdida completa de la liberacién de NO como ocurre en ratas tratadas con L-NAME
(Oliver y cols., 2014). En estas ratas SHR, en las que no se observa una marcada disfuncién
endotelial (Feletou y cols., 2009; 2010; Porteri y cols., 2009), tampoco se observan cambios
en la expresion de los AR-P en VI y solo encontramos significativamente disminuida la
expresion del AR-B2 en rifion.



Sabemos que los AR-P se encuentran localizados en el endotelio modulando la liberacion de
NO (Flacco y cols., 2014). El aumento en la expresion de los AR-B encontrado en corazon y
rifidén de las ratas hipertensas por tratamiento con L-NAME podria formar parte de un
mecanismo compensador que tratase de revertir la pérdida en la produccidén de este
mediador, 1o que no ocurre en ratas SHR.

5. La expresion de los AR-B1 y -B2 exhibe un patron de regulacion
comln con la GRK2 y la GRKS5 en todos los territorios y
condiciones estudiados.

Analizando en conjunto los cambios en la expresion de los AR y las GRK en distintos
territorios obtenidos de los modelos animales y humanos, observamos la existencia de un
patron de cambio semejante en el caso del AR-B2 y la GRK2 y en el caso del AR-P1 y la
GRKS. Esta observacion casual, nos llevo a un estudio profundo de la posible relacién por lo
que, analizamos los resultados anteriormente descritos, tratando de ver s1 existe una
correlacion significativa entre cada pareja de genes en distintos territorios, a fin de demostrar
de forma mds concluyente la existencia del patron comin de expresion, que podria
corresponder por una parte, a un mecanismo regulador comutn para cada pareja de genes v,
por otra, a una cierta especificidad de cada cinasa por un subtipo de AR-P.

Los resultados obtenidos evidencian la existencia de una correlacidon significativa entre los
niveles de ARNm del AR-B2 y la GRK2 y una correlacion similar entre los niveles de AR-Pi
y la GRKS. Esta correlacion se observa en todos los territorios estudiados y en todas las
condiciones patologicas analizadas, 1o que sustenta la idea de un patrén comtn que regula la
expresion de ambos genes. La falta de correlacion observada entre la expresion de GRK3 y
los AR-B1 0 -B2, refuerza la hipdtesis de un patron regulador especifico para los otros casos.

La expresion de GRK2 esta aumentada en todos los tejidos en los que aumenta la expresion
del AR-B2, como es el caso del VI (Figura 20 y 21 ) y el R (Figura 23 y 24) de las ratas
tratadas con L-NAME (vs las ratas Wistar) y en el VI de los pacientes con IC (vs donantes
sanos) (Figura 6 y 7). De forma semejante, en los tejidos en los que el AR-B2 disminuye,
como es el caso del Rii de las ratas SHR (Figura 23 y 24) o los linfocitos de los pacientes
con IC (Figura 16 y 17), la expresion de la GRK2 también es menor que la de sus
respectivos controles. Ademads, y en la misma linea que nuestros resultados, en un trabajo
previo también se observan cambios paralelos del AR-B2 y la GRK2 en Aorta y arterias
mesentéricas de resistencia obtenidas de ratas SHR o tratadas con L-NAME (Oliver y cols.,
2014). Por tanto, todos estos datos proporcionan la primera evidencia de que en diferentes
condiciones patologicas y en diferentes tejidos humanos o procedentes de dos cepas
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diferentes de ratas, los niveles de ARNm de la GRK?2 se correlacionan con la expresion del
AR-B2.

Por lo que respecta al AR-B1, se ha observado un aumento en su expresion, acompafiado de
un aumento en la expresion de la GRKS, en VI de ratas L-NAME vs Wistar (Figura 20 y 21)
y en linfocitos de pacientes con IC vs voluntarios sanos (Figura 16 y 17), lo que, como ya se
ha comentado, sugiere la existencia de un patréon regulador comtn para ambos genes. Sin
embargo, en corazOn humano insuficiente, encontramos una regulacién a la baja de la
expresion del AR-B1 que no fue acompafiada de una disminucion similar de la GRKS (Figura
5y 7). Por tanto, podemos postular la existencia de, al menos, dos mecanismos reguladores
de la expresion de los AR-B1: uno de ellos comtn al mecanismo que regula la expresion de
GRKS vy el otro responsable de la regulacion especifica del AR-P1 que encontramos en el
corazon insuficiente. En este caso, la dramatica disminucién en la expresion del AR-B1, al no
ir acompafliada de una disminucion semejante de la expresion de GRKS explicaria la pérdida
patologica de la funcidn cardiaca caracteristica del corazon insuficiente. Sin embrago, es
Interesante seflalar que, incluso en estas circunstancias, en las que encontramos una
disminucion especifica del AR-P1, se mantiene la correlacion positiva y significativa entre
los genes B1 y GRKS cuando analizamos su expresion en cada paciente.

La existencia de un mecanismo coman de regulacidn génica se apoya también en el hecho de
que la correlacion significativa entre los niveles de ARNm del AR-Bryla GRKSoel B2y la
GRK2 se observa en muestras humanas procedentes de donantes sanos pero también en
pacientes con diferentes patologias cardiovasculares (insuficiencia cardiaca de distinta
etiologia, post trasplante, hipertension) (Figura 45 y 46), lo que nos indica que, sin excluir
mecanismos adicionales especificos de cada gen, el mecanismo regulador comn opera
independientemente de la patologia. En este sentido hay que sefialar que en VD humano, la
correlacion se observa antes y después del trasplante cardiaco (Figura 46), por lo que actia
con independencia de la terapia inmunosupresora. Ademds, la genética del corazon
trasplantado no coincide con la del paciente receptor y, aun asi, se mantiene la correlacion
observada entre los niveles de ARNm de B2/GRK2 y B1/GRKS lo que refuerza la idea de un
mecanismo regulador comin para cada par de genes.

Estudios previos han demostrado que las distintas isoformas de las GRK pueden ser
selectivas actuando sobre un receptor determinado. De hecho, GRK2 puede fosforilar la
mayoria de los receptores acoplados a proteinas G in vitro (Pitcher y cols., 1998), pero los
experimentos 7z vivo demuestran que la GRK?2 atentia la actividad de los AR-P cardiacos y
el receptor de la angiotensina II, mientras que no es capaz de desensibilizar los receptores de
adenosina o los AR a1 (Rockman y cols., 1996; Eckhart y cols., 2000). /n vivo, la GRKS
puede desensibilizar los AR-PB y los receptores de adenosina, pero no afecta los receptores de
angiotensina II (Brinks y Koch, 2010). Como una consecuencia indirecta de estas



observaciones, podemos asumir que la existencia de una correlacidon significativa en la
expresion génica de una isoforma de GRK y un AR-B determinado podria indicar una
actividad especifica de esa cinasa por ese subtipo de receptor. Con estas bases, nuestros
resultados pueden interpretarse como indicativos de que mayoritariamente, la GRK?2 seria
responsable de la regulacion del AR-B2 mientras que la GRKS seria la cinasa responsable de
la regulacion del AR-Bu1.

En el mismo sentido, el hecho de que en ningln caso los niveles de ARNm de los AR-p
correlacionen con los niveles de GRK3 puede interpretarse como la falta de un mecanismo
de regulacidén comtn. A su vez, ese mecanismo regulador comtn seria innecesario si, COmMo
se ha propuesto previamente, GRK2 y GRKS5 son las cinasas que controlan
fundamentalmente la contractilidad y cronotropia cardiacas a través de los AR-PB, mientras
que la GRK3 jugaria un papel en la regulacion del crecimiento y la hipertrofia cardiacas a
través de la regulacion de los AR-oa (Iaccarino y cols., 1998a; Vinge y cols., 2007; 2008).

Como se ha comentado anteriormente, la expresion de GRK se altera en condiciones
patologicas o tras la administraciéon de agonistas o antagonistas (Iaccarino y cols., 1998a;
1998b; Hurlé, 2001; Diaz y cols., 2002; Fan y cols., 2002; Bezard y cols., 2005; Oyama y
cols., 2006; Rubino y cols., 2006; Vinge y cols., 2007; 2008; Schroeder y cols., 2009; Sato,
2015). También se ha observado un cambio en la expresion y actividad de GRK2 o GRKS5
en linfocitos y corazon de pacientes (Ungerer y cols., 1993; 1994; Dzimiri y cols., 2002;
2004; Taccarino y cols., 2005; Ahmed y cols., 2008; Agiiero y cols., 2012) o modelos
animales de IC (Ungerer y cols., 1996; Rockman y cols., 1998; Anderson y cols., 1999;
Taccarino y cols., 2001; Harding y cols., 2001;Vinge y cols., 2001; Petrofski & Koch, 2003;
Brinks & Eckahrt, 2010). Se ha relacionado también a la GRK2 con la hipertrofia cardiaca
(Chot y cols., 1997) y el daio miocardico (Sato y cols., 2015). Finalmente, en los pacientes
que utilizan dispositivos de asistencia cardiaca, el aumento en la actividad de GRK2
observado antes de la implantacién del dispositivo retorna a valores normales cuando este se
ha implantado y ha conseguido normalizar la funcion cardiaca (Hata y cols., 2006; Akhter y
cols., 2010). El problema es que todos estos estudios se centran en analizar Gnicamente la
expresion y/o actividad de la GRK?2, sin aportar datos acerca de la expresion de los AR-Pa.
De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, un cambio significativo en
los niveles de GRK2 va siempre acompafiado de un cambio semejante en los niveles de AR-
B2 luego, para llegar a conclusiones mds precisas sobre la trascendencia fisiopatologica de
cualquier cambio en la expresion de la GRK2, se hace necesario un estudio paralelo de la
expresion del AR-B2. Otro tanto podria decirse en el caso de la GRKS y el AR-Pa.
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CONCLUSIONES

1.- En corazon insuficiente se observa una disminucion significativa en la expresion del AR-
B1, junto con un aumento en la expresion de GRK2 y GRKS, pero no de los otros AR
estudiados ni de la GRK3. Estos cambios forman parte de un mecanismo protector que
reduce la sefializacion deletérea derivada de la excesiva activacion del AR-Bi1inducida por el
aumento del tono adrenérgico caracteristico de la IC.

2.- Cuando analizamos los cambios en funcién de la etiologia de la IC, vemos que los
pacientes con cardiopatias NI-ND no presentan una disminucion significativa del AR-B1 pero
s1 un aumento en la expresion de GRK2 y GRKS, sin que se observe disminucion de la FEVI
en este grupo de pacientes. Por el contrario, en pacientes con CI, existe una disminucién
dréstica del AR-B1 sin aumento en las GRK, siendo los niveles de FEVI menores del 25%.
Esto indica que la disfuncion miocardica es atribuible, fundamentalmente a cambios en el
AR-B1 y no tanto a cambios en la expresion de las GRK.

3.- La expresion de GRK3 y GRKS se correlaciona de forma inversa con el didmetro tele-
sistolico y tele-diastolico del VI lo que sustenta el papel protector de estas cinasas en la
regulacion cardiaca.

4.- Existe una correlacion inversa entre la expresion del AR-Bi1 y la Presion Capilar
Pulmonar, la Presion Arterial Pulmonar Media y la Presion Arterial Pulmonar Sistélica lo
que confirma que la disminucion de la expresion del AR-P1 en corazdn insuficiente implica
una reduccién en la funcionalidad cardiaca, y por tanto, un aumento de las presiones
pulmonares.

5.- Nuestros resultados no apoyan la utilizacion de los linfocitos circulantes como
biomarcadores periféricos de los AR o las GRK en situaciones de IC, ya que los cambios
observados en corazén no sélo no coinciden con los observados en linfocitos, sino que
siguen un patrén opuesto.
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6.- Se observa una disminucién en la expresion de los AR-B1 y las GRK en corazén (humano
y de rata) tras administracion cronica de carvedilol, que no se observa en linfocitos. Es
Interesante seflalar que tratamientos ex vzvo, en corazon aislado de rata Wistar o iz vitro
sobre células HEK 293 no originan cambios en los niveles de expresion de AR-B1 y GRK.
La peculiaridad de esta modulacion de los AR-PB1 por el carvedilol, podria estar relacionada
con su actividad como agonista “brased “.

7.- Los cambios en la expresion del AR-B2 van acompaiados de cambios semejantes en la
expresion de la GRK2. Lo mismo ocurre para el AR B1 y la GRKS. Estos resultados sugieren
la existencia de un mecanismo comin de regulacion para cada pareja de genes, que se apoya
también en la correlacion significativa encontrada entre los niveles de ARNm del AR-P1y la
GRKS5 o el B2 y la GRK2. Sin excluir mecanismos adicionales especificos de cada gen, el
mecanismo regulador comtn opera independientemente de la patologia. La falta de
correlacion observada entre la expresion de GRK3 y los AR B1 o B2, refuerza la hipotesis de
un patron regulador especifico en los otros dos casos.
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RESUMEN

En la insuficiencia cardiaca humana, se ha observado una disminucion en la expresion de 1os

adrenoceptores P1 (AR-B1) junto con un aumento de la expresion/funcién de la cinasa GRK?2,
pero los cambios en la expresion de otros AR y GRK no han sido establecidos. Otra cuestion
sin resolver es la incidencia de estos mecanismos en funcion de la etiologia y el tratamiento
de la 1nsuficiencia cardiaca. Queda también por determinar la existencia de un patron
transcripcional comtn que regula los niveles de ARNm de cada isoforma de GRK y los
subtipos de AR-P.

Para analizar estas cuestiones, hemos cuantificado la expresion de ARNm y proteina de seis
AR (oua, aug, a1p, P1, B2y B3) y tres GRKs (GRK2, GRK3 y GRKS) en el ventriculo izquierdo
(VI) y el ventriculo derecho (VD) y las células mononucleares de sangre periférica (FMLC)
de cuatro donantes de corazén, 21 sujetos sanos, 10 pacientes con miocardiopatia isquémica
(CD), 17 pacientes con miocardiopatia dilatada (MD), 15 pacientes con cardiopatias no
dilatadas no isquémicas (NIND), 17 pacientes con corazon trasplantado y 25 pacientes
hipertensos. Un andlisis similar se realizo en VI y rifidn de ratas espontdneamente hipertensas
(SHR) o ratas con hipertension inducida por L-NAME y sus controles. Se correlacionaron los
cambios en las expresiones de los AR y GRK en muestras humanas, con variables clinicas
como la fraccion de eyeccion ventricular izquierda (FEVI) y didmetro telesistolico (DTS-VI)
y telediastolico (DTD-VI) del VI.

Los principales resultados fueron: 1) la expresion de los AR oua, P1y P2 en el VI se
correlaciona positivamente con FEVI; 2) la expresion de GRK3 y GRKS correlaciona
inversamente con DTS-VI y DTD-VI, apoyando observaciones previas sobre un papel
protector para ambas quinasas en corazon insuficiente; 3) la expresion del AR-B1 disminuye
enel VIy VD de CI, en el VI de MD, y en el VD de NIND. Esta diferencia, mds que un
aumento en la expresion de GRK?2 (no observado en CI), determina la FEVI menor en Cl y
MD vs. NIND; 4) En pacientes vs sujetos sanos asi como en modelos animales de hipertension
respecto a sus controles, se observaron cambios paralelos en los niveles de ARNm de GRK?2
y AR-B2 o GRKS y AR-B:1 en cada territorio, asi como en las diferentes condiciones
fisiopatologicas estudiadas. Por lo tanto, sin excluir otros mecanismos de regulacion, el
paralelismo observado sugiere un patron regulador comin de los genes AR-P1 /GRKS y AR-
B2 /GRK2, que es independiente del tipo celular o la patologia; y 5) la correlacion observada
se produce antes y después del trasplante cardiaco, lo que confirma un patrén comtn que
regula la expresion de cada par de genes y actlia independientemente de la patologia.

Podemos concluir que el conocimiento de la expresion y los mecanismos de regulacion de los
AR-B debe ir acompafiado de un andlisis similar de las GRK para comprender mejor la
implicacién del sistema adrenérgico en las patologias cardiovasculares.
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INTRODUCTION

Human heart failure (HF) is recognized as a major public health problem arising from
multiple causes that will affect one in five adults, conferring elevated mortality rates (Liggett
et al., 2008). Regardless of the cause, multiple organ systems attempt to compensate for the
deteriorating heart and the sympathetic nervous system responds to HF with increased
activity, resulting in increased levels of catecholamines, and in an enhanced stimulation of
adrenergic receptors (Triposkiadis ef al, 2009). Consequently, catecholamines powerfully
stimulate the heart function at the expense of overproportional increases in energy
consumption (Eschenhagen ef a/, 2008). This 1s a nonrigid signaling system that adapts to
continuous stimulation by reducing the abundance of B-ARs and increasing the expression
and enzymatic activity of G-protein coupled receptor kinases (GRKSs), which phosphorylate
agonist-occupied receptors and facilitate their endocytosis and desensitization (Noor ef al,
2011). As a result of these adaptations, cardiomyocytes in failing hearts lose their
responsiveness to catecholamines over time (Eschenhagen ef al., 2008).

In spite of this simple scenario, many fundamental questions remain unanswered. The heart
expresses different B-ARs (B1, B2, B3) and a1-ARs (oua, a1g, a1p), but not a2 ARs (Brodde et
al., 2006; Jensen et al, 2011; 2009; Moniotte ef al., 2001; Woodcock, 2007). Most
experimental and clinical studies focus on the Pi1-ARs but, what happens with cardiac ou-
ARs in HF? Furthermore, if elevated levels of catecholamines are the only reason for the
previously described down-regulation of P1-ARs, 1s the B1-AR subtype the only one that is
down-regulated in the failing heart?

The heart also expresses different GRKs (GRK2, GRK3 and GRKY). Differences between
the GRKs in subcellular localization, activation mechanism and receptor specificity suggest
that they may play nonredundant modulatory roles in the heart (Dorn, 2009; Dzimiri et a/.,
2002; Hata and Koch, 2003; Hendriks-Balk ef aZ, 2008; Metaye ef al, 2005). The rapid
up- and down-regulation of GRK2 and the less dynamic changes in the GRKS5 expression are
of particular interest, suggesting that GRK2 may function predominantly in the acute
modulation of B-AR signaling, wherecas GRKS may prove more important for chronic
modulation (Liggett ef al., ,2008). Are these GRKs differentially regulated in HF?

Finally, does the regulation of ARs and GRKs differ in the left (LV) and right (RV)
ventricle, or depend on HF etiology?
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To answer these questions, we quantified mRNA and protein expression of six ARs (oua,
01, oD, P1, P2, P3) and three GRKs (GRK?2, GRK3, GRKS) in nonfailing hearts and in
failing hearts from patients with end-stage HF who had undergone a cardiac transplant. The
group 1included patients with dilated cardiomyopathy or ischemic cardiomyopathy, and
patients with other forms of cardiomyopathy (nonischemic, nondilated). We analyzed the
functional significance of the changes in the expression of ARs and GRKSs by correlating
them with the clinical variables related to the cardiac function such as left ventricular
ejection fraction, left ventricular end-systolic diameter and left ventricular end-diastolic
diameter.

The evidence suggests that the expression of GRKs is strongly controlled at the
transcriptional level by several pathways, some of them, as ERK1/2 activation, involved in
B-AR signaling pathway (Agiiero ef al, 2009). However, the existence of a common or
different mechanism which regulates the mRNA levels of each GRK isoform and B-AR
subtypes (B1 and PB2) has not been explored yet. Only previous results from our laboratory,
working with a reduced group of heart failure patients, have evidenced a correlation between
B1-AR and GRK?2, GRK3 and GRKS expression in the left ventricle (Huang ef a/, 2007). In
the same way, preliminary experiments in rat aorta and mesenteric resistance arteries showed
parallel changes in B2-ARs and GRK?2 expression in different strains (Iaccarino et al., 2005).
Therefore, we believe that studying GRKs gene expression in different tissues and
cardiovascular pathologies, whilst comparing with B-ARS expression, may provide
information on the mechanisms that regulate them. To this purpose, we performed a
quantitative analysis of mRNA levels of Pi- and B2-AR subtypes and the three GRKs
(GRK?2, GRK3 and GRKS) present in the cardiovascular system in different sites (left and
right ventricle, kidney and PBMC). The animal models were normotensive controls and
hypertensive (both spontaneous and induced) rats, and the preliminary results obtained in
animals were the basis of a more extensive study in patients with different cardiovascular
pathologies. The human models studied were healthy controls, patients with systemic
hypertension (HT), heart failure (HF) and patients who had undergone heart transplantation.
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AMS

Analyze differences in RNA expression of oz (oua, aig, aup) and P-adrenoceptors
(B1, P2 and PB3) and GRKs (GRK2 and GRKS5 GRK3) in samples from non-failing,
failing and post-transplanted heart, as well as variations of the expression depending
on the HF etiology, the clinical variables or the different drug treatments.

To analyze the usefulness of blood circulating mononuclear cells as potential
biomarkers of changes of mRNA levels of ARs and GRKSs in heart.

To analyze the possible existence of a common pattern for the regulation of the
expression of ARs and GRKSs in human and animal models of cardiovascular disease.
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RESULTS
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Figure legends

Figure 1. Graphical representation of the linear regression observed between the expression
of the two reference genes glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and
TATA-box binding protein (TBP) in human left ventricle. Data represent the cycle number
of GAPDH and TBP 1n each patient.

Page 118

Figure 2. Expression of ARs and GRKSs in the left ventricle (LV) from human non failing
heart. A) Bar graph represents mean = S.E.M of mRNA level normalized using GAPDH as a
housekeeping gene and expressed as 22t of n=4 explants. B) Mean £ S.EM of the

percentage of AR and GRK expression in each patient.
Page 128

Figure 3. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in biopsies of RV obtained
after cardiac transplant. A) Bar graph represents mean  S.E.M of mRNA level normalized
using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 272 of n=17; B) Mean * S.E.M of

the percentage of AR and GRK expression in each patient.
Page 129

Figure 4. Expression of ai-AR subtypes in failing and non-failing heart. A) Bar graph
represents mean  S.E.M of mRNA level normalized using GAPDH as a housekeeping gene
and expressed as 22" of n=4 LV explants of healthy subjects, n=17 RV biopsies obtained
after cardiac transplant, n=42 LV explants of HF and n=31 RV explants of HF. B) Mean *
S.E.M of the percentage of AR and GRK expression in each patient. In both representations
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. health LV or biopsy RV following the Student’ s t-
test.
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Figure 5. Expression of B -AR subtypes in failing and non-failing heart. A) Bar graph
represents mean + S.E.M of mRNA level normalized using GAPDH as a housekeeping gene
and expressed as 22 of n=4 LV explants of healthy subjects, n=17 RV biopsies obtained
after cardiac transplant, n=42 LV explants of HF and n=31 RV explants of HF. B) Mean *
S.E.M of the percentage of AR and GRK expression in each patient. In both representations
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs. health LV or biopsy RV following the Student” s t-
test.

Page 132

Figure 6. Relative proportion of AR-aua, -B1 and -B2 in left and right ventricle obtained from
non-failing, failing and post-trasplanted heart.
Page 133
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Figure 7. Expression of GRKSs in failing and non-failing heart. A) Bar graph represents mean
T S.E.M of mRNA level normalized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as
22 of n=4 LV explants of healthy subjects, n=17 RV biopsies obtained after cardiac
transplant, n=42 LV explants of HF and n=31 RV explants of HF. B) Mean £ S.E.M of the
percentage of AR and GRK expression in each patient. In both representations *P < 0.05,
*4P < (.01 vs. health LV or biopsy RV following the Student’ s t-test.

Page 134

Figure 8. A) mRNA levels for a1-AR in the left ventricle or the right ventricle obtained from
the three patient groups classified according to i1schemic (CI; LV=10 and RV=7), dilated
(MD; LV=17 and RV=10), or nonischemic, nondilated cardiomyopathy (NI-ND; LV=15 and
RV=9) and in the LV from nonfailing heart (Sano; n=4). B) A representative immunoblot
was included in each case. Data represent means  SE.
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Figure 9. mRNA levels for B-AR 1in the left ventricle or the right ventricle obtained from the
three patient groups classified according to 1schemic (CI; LV=10 and RV=7), dilated (MD;
LV=17 and RV=10), or nonischemic, nondilated cardiomyopathy (NI-ND; LV=15 and
RV=9) and in the LV from nonfailing heart (Sano; n=4). B) A representative immunoblot
was included in each case. Data represent means + SE. One-way ANOVA. *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.001 vs. Sano

Page 137

Figure 10. [ "H]CGP12177 specifically bound in left ventricle from ischemic (CI), dilated
(MD) or non- ischemic non-dilated (NI-ND) cardiomyopathy. Data represent means
S.E.M of n=3 patients in each group. One-way ANOVA were performed. *P <0.05 vs.
NIND.
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Figure 11. mRNA levels for GRK in the left ventricle or the right ventricle obtained from
the three patient groups classified according to i1schemic (CI; LV=10 and RV=7), dilated
(MD; LV=17 and RV=10), or nonischemic, nondilated cardiomyopathy (NI-ND; LV=15 and
RV=9) and in the LV from nonfailing heart (Sano; n=4). B) A representative immunoblot
was included in each case. Data represent means * SE. One-way ANOVA. *P < 0.05, **P <
0.01, ***P < 0.001 vs. Sano.
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Figure 12. Left ventricle ejection fraction (FEVI) in the different groups of patients
classified according to HF etiology . Data represent means + S.E.M of n=10 for IC, n=17 for
MD and n=15 for NIND. One-way ANOVA were performed. *P < 0.05, **P < 0.01 vs.
NIND.

Page 139
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Figure 13. Left ventricle end-systolic or end-diastolic diameter (DTS-VI or DTD-VI) in the
different groups of patients classified according to HF etiology. Patients NIND n=10, MD
n=13 and CI n=14. Data represent means  S.E.M. One-way ANOVA were performed.
*P<0.05, **P < 0.01, ***P<0.01 vs NIND.

Page 140

Figure 14. mRNA expression levels of the different AR and GRK according to levels of
FEVL Patients with FEVI <25% n=21 and FEVI>25% n=6. Data represent means * S.E.M.
t-Student were performed. *P < 0.05, **P < 0.01 FEVI<25% vs. FEVI>25%.
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Figure 15. Expression of AR and GRK in peripheral blood mononuclear cells FMLC) of
healthy patients. A) Bar graph represents mean + S.E.M of mRNA level normalized using
GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 272 of n=21 B) Mean £ S.EM of the

percentage of AR and GRK expression in each patient.
Page 142

Figure 16. mRNA levels for B-AR in peripheral blood lymphocytes (FMLC) of healthy
subjects and patients with cardiovascular diseases. Patient groups classified according to
healthy volunteers (Sano; n=21), Hypertension (HT; n=21), Heart Failure (IC; n=14) and
Heart transplant (TC; n=17). Data represent means = SE. One-way ANOVA. *P < 0.05,
4P < 0.01 vs. Sano.

Page 143

Figure 17. mRNA levels for GRK in peripheral blood lymphocytes (FMLC) of healthy
subjects and patients with cardiovascular diseases. Patient groups classified according to
healthy volunteers (Sano; n=21), Hypertension (HT; n=21), Heart Failure (IC; n=14) and
Heart transplant (TC; n=17). Data represent means * SE. One-way ANOVA. *P < 0.05, **P
< 0.01 vs. Sano.

Page 144

Figure 18. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in LV and entire heart of
Wistar rat. A) Bar graph represents mean + S.E.M of mRNA level normalized using GAPDH
as a housekeeping gene and expressed as 22" of n=5; B) Mean * S.E.M of the percentage of
AR and GRK expression in each animal.
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Figure 19. mRNA levels of a1-AR subtypes in LV of SHR / WKY and treated and untreated
Wistar rats with L-NAME . A) Bar graph represents mean £ S.EM of mRNA level
normalized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 22* of n=3-5 B) Mean
* S.E.M of the percentage of AR and GRK expression in each animal. t-test were performed.
*P < 0.05.
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Figure 20. mRNA levels of B-AR subtypes in LV of SHR / WKY and treated and untreated
Wistar rats with L-NAME. A) Bar graph represents mean £ S.EM of mRNA level
normalized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 22 of n=3-5; B) Mean
* S.E.M of the percentage of AR and GRK expression in each animal. t-test were performed.
*P < 0.05, #P < 0.01.
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Figure 21. mRNA levels of GRK in LV of SHR / WKY in LV of and treated and untreated
Wistar rats with L-NAME . A) Bar graph represents mean £ S.EM of mRNA level
normalized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 22" of n=3-5; B) Mean
* S.E.M of the percentage of AR and GRK expression in each animal. t-test were performed.
*P < 0.05.
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Figure 22. mRNA levels of a1-AR subtypes in kidney of SHR / WKY and treated and
untreated Wistar rats with L-NAME . A) Bar graph represents mean £ S.E.M of mRNA level
normalized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 22 of n=3-5; B) Mean
1 S.E.M of the percentage of AR and GRK expression in each animal. t-test were performed.
*P < 0.05.
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Figure 23. mRNA levels of B-AR subtypes in kidney of SHR / WKY and treated and
untreated Wistar rats with L-NAME . A) Bar graph represents mean * S.E.M of mRNA level
normalized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 24 of n=3-5; B) Mean
T S.E.M of the percentage of AR and GRK expression in each animal. t-test were performed.
*P < 0.05, **P < 0.01.
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Figure 24. mRNA levels of GRKs in kidney of SHR / WKY and treated and untreated
Wistar rats with L-NAME . A) Bar graph represents mean £ S.EM of mRNA level
normalized using GAPDH as a housekeeping gene and expressed as 272 of n=3-5; B) Mean
T S.EM of the percentage of AR and GRK expression in each animal. t-test were performed.
*P < 0.05, **P < 0.01.

Page 153



ENGLISH VERSION

Figure 25. NT-pro-brain natriuretic peptide (NT-proBNP) levels in patients treated or
untreated with carvedilol. Data represent means * S.E.M of n=10-12 patients in each group.
t-test were performed. *P < 0.05.

Page 155

Figure 26. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in left ventricle obtained
from the two patient groups classified according to treatment with or without carvedilol.
Data represent means * SE of n=18 untreated and n=17 treated. t-test were performed. *P <
0.05, **P < 0.01.
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Figure 27. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in peripheral blood
lymphocytes from the two patient groups classified according to treatment with or without
carvedilol. Data represent means * SE of n=7 untreated and n=5 treated.

Page 156

Figure 28. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in left ventricle from Wistar
rats treated with or without carvedilol. Data represent means * SE of n=4. t-test were
performed. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Figure 29. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in aorta from Wistar rats
treated with or without carvedilol. Data represent means = SE of n=4. t-test were performed.
*P < 0.05.
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Figure 30. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in left ventricle from Wistar
rats treated with or without carvedilol ex vivo. Data represent means * SE of n=4.
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Figure 31. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in HEK 293 cells treated with
or without carvedilol. Data represent means * SE of n=4.
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Figure 32. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in left ventricle obtained
from the two patient groups classified according to treatment with or without captopril. Data
represent means * SE of n=12 untreated and n=23 treated.
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Figure 33. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in peripheral blood
lymphocytes from the two patient groups classified according to treatment with or without
captopril. Data represent means * SE of n=6 untreated and n=8 treated.
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Figure 34. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in peripheral blood
lymphocytes from patients with hypertension classified according to treatment with or
without ACEI. Data represent means * SE of n=15 untreated and n=10 treated.
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Figure 35. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in left ventricle from Wistar
rats treated with or without captopril. Data represent means T SE of n=4. t-test were
performed. *P < 0.05, **P < 0.01.
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Figure 36. mRNA levels of the different AR and GRK subtypes in aorta from Wistar rats
treated with or without captopril. Data represent means = SE of n=4. t-test were performed.
**P < (), 01.
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Figure 37. Graphical representation of the linear regression observed between the expression
of AR and GRK in the human failing left ventricle and the left ventricular ejection fraction
(FEV]) of each patient. Significant linear regression if P < 0.05.
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Figure 38. Graphical representation of the linear regression observed between the expression
of B2-AR in the human failing left ventricle and cardiac output (GC) of each patient.
Significant linear regression if P < 0.05
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Figure 39. Graphical representation of the linear regression observed between the expression
of GRK in the human failing left ventricle and the left ventricular end-systolic diameter
(DTS-VI) or end-diastolic (DTS-VI). Significant linear regression if P < 0.05.
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Figure 40. Graphical representation of the linear regression observed between the expression
of AR and GRK in the human failing left ventricle and Pulmonary artery pressure (PAPM)
and systolic pulmonary artery pressure (PAPS) of each patient. Significant linear regression
if P< 0.05.
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Figure 41. Graphical representation of the linear regression observed between the expression
of AR and GRK in the human failing left ventricle and pulmonary capillary wedge pressure
(PCP) of each patient. Significant linear regression if P < 0.05.
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Figure 42. Graphical representation of the linear regression observed between the mRNA
levels of each adrenergic receptor (AR) in the left ventricle and right ventricles of the same
patient. mRNA levels of each gene were expressed as 2, with GAPDH as the
housekeeping gene. Significant linear regression (P < 0.05) is represented as a continuous
line and nonsignificant regression as a dotted line.
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Figure 43. Graphical representation of the linear regression observed between the mRNA
levels of each adrenergic receptor (AR) in the left ventricle and Peripheral blood
mononuclear cell (FMLC) of the same patient. mRNA levels of each gene were expressed as
2% with GAPDH as the housekeeping gene. Significant linear regression (P < 0.05) is
represented as a continuous line and nonsignificant regression as a dotted line.
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Figure 44. Graphical representation of the linear regression observed between the mRNA
levels of each adrenergic receptor (AR) in the right ventricle of biopsies obtained after
cardiac transplant and Peripheral blood mononuclear cell (FMLC) of the same patient.
mRNA levels of each gene were expressed as 2, with GAPDH as the housekeeping gene.
Significant linear regression (P < 0.05) is represented as a continuous line and nonsignificant
regression as a dotted line.
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Figure 45. Graphical representation of the linear regression observed between the mRNA
levels of each B-adrenoceptor subtype (B1, B2) and GRK2 or GRKS in the left ventricle and
the right ventricle from failing hearts and biopsies of the right ventricle obtained after
cardiac transplant. Significant linear regression (P<0.05) 1s represented as a continuous line.
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Figure 46. Graphical representation of the linear regression observed between the mRNA
levels of P-adrenoceptor subtype (B1, P2) and GRK2 or GRKS in peripheral blood
mononuclear cells of healthy volunteers, patients with cardiovascular pathologies
(hypertension and heart failure) and patients submitted to cardiac transplant . Significant
linear regression (P<0.05) 1s represented as a continuous line.
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DISCUSSION

Our study describes the expressions of the a1 and B-AR subtypes and the three GRKSs
(GRK?2, GRK3 and GRKS) involved 1in their regulation in different types of heart failure, and
compare them to the expressions of the same genes in nonfailing hearts in order to answer
the following questions:

1. What happens with cardiac o1-ARs in HF?

The density of human cardiac a1-AR 1s 10 - 15% of that of B-AR (Brodde er a/, 2006;
Jensen et al, 2009; Woodcock er al, 2007; 2008). Although the present data show no
changes 1n the expression of a1-ARs in human HF, a relative increase in 1ts proportion at the
expense of a lower B-AR density 1s observed. Among the three subtypes, aig predominates
n rodents but, and according to Jensen (Jensen et al., 2009), our results demonstrate that the
mRNA level for the aua-subtype in the human myocardium 1s, by far, the most abundant. In
addition, the expression of aia-AR in the LV but not that of aug or oup, significantly
correlates with the LVEF, suggesting that aia-ARs may contribute to maintain cardiac
inotropy in the HF. Although Bi-ARs are not generally considered to be major regulators of
the cardiac contractile function under physiological conditions, they are thought to have
more influence under pathological conditions, such as HF (Jensen ef al, 2011). The
correlation found between the LVEF and mRNA levels for aza-AR in the human ventricle,
not previously described, suggests that some degree of aua activation could be beneficial in
this pathology, as previously proposed in mouse (O" Connell er a/, 2006) and humans
(Skomedal ef al., 1997, Wang et al., 2010). In addition, previous data have associated oua-
ARs with cardioprotection, whereas ous-ARs are associated with cardiac growth and
hypertrophy (Jensen ef al.,, 2011; Woodcock et al., 2008). These beneficial effects of aza-AR
activation in failing human hearts could explain the harmful results of Pi-blockade in clinical
trials such as the Antithypertensive and Lipid-Lowering Treatment to Prevent Heart Attack
Trial (ALLHAT, 2000).

2. Is the P1-AR the only one to be downregulated in the HF?

In human NFH, B1-AR constitutes 70 - 80% of the total B-ARs, while B2-AR constitutes the
remaining 20 - 30% with B3-AR being poorly expressed (Brodde er a/., 2006; Moniotte et
al., 2001; Xiang et al, 2003). In HF, the Pi-to-P2 ratio decreases to 50/50 or drops even
lower (Lowes et al., 2002; Port et al., 2001; Vanderheyden ef al., 2008), and this change is
attributed to selective P1-AR downregulation (Bristow et al, 1993; Brodde er al., 2006;
Engelhardt er al., 1996; Lohse et al., 2003). Similar results are found when analyzing the
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mRNA levels in end-stage HF (the Pi-to-B2 ratio at 40/60), thus confirming the existence of
a specific mechanism that dramatically downregulates the B1-AR expression in HF.

3. What could be the reason for this specitic downregulation of p1-ARs in the HF?

In patients with end-stage HF who exhibit increased levels of catecolamines, an overactivity
of cardiac Pi1-ARs has deleterious consequences for the heart as has been shown in
transgenic mice (Xiang et al, 2003; Xiao et al, 2004; 2006). Accordingly, the specific
decrease in the expression and functionality of B1-AR could be a protective mechanism for
the damaged heart (Eschenhagen e al, 2008). Moreover, the close correlation found in the
expression of the other five adrenoceptors between the LV and RV, not observed for B1-AR,
corroborates with the existence of a specific regulation for this subtype in each chamber. In
this scenario, P2-AR could play a predominant functional role and our results show that in
HF, LVEF directly correlates not only with B1 but also with the expression of P2- and aia-
AR, indicating that the three subtypes could play a role in regulating cardiac functionality in
the failing myocardium.

4. Are the three GRKs present in the human heart (GRK2, GRK3, and GRKS)
differentially regulated in HF?

Abundance of the three different GRKSs characterized in the heart follows the order GRKS
>GRK2 > GRK3 and corroborates previous data in the human heart (Liggett ef a/, 2008;
Triposkiadis et al., 2009; Ungerer et al., 1994). A nonsignificant increase in the expression
of the three GRKs was observed in HF, but an interesting result not previously evidenced 1s
the higher expression of GRK3 and GRKS associated with a lower degree of the LVESD or
LVEDD, adding new information to previous findings supporting a protective role for GRK3
in the cardiovascular system (Oliver et al., 2010; Vinge ef al., 2008) and contributing to a
better understanding of the position of the GRK3 gene in a locus on a chromosome
associated with LV mass and contractility (Arnett ez al., 2001). The inverse correlation found
between the GRKS expression (a kinase that modulates cardiac Pi1 activity) and cardiac
hypertrophy supports clinical evidence for a protective role of a GRKS polymorphism in HF
that inhibits B1-AR signaling more effectively (Liggett ef al., 2008). As the present results
evidence, the higher expression of both GRK3 and GRKS correlates with a better clinical
status focusing on LVESD, LVEDD or LVEF. A possible explanation stems from the
following observation: the Gs/cAMP pathway, which mediates inotropic and chronotropic
responses, 1s stimulated by P2-ARs in the heart, but with lower efficiency than Pi-ARs
(Brodde er al., 2001). Unlike PB1-AR, B2-AR also interacts with an inhibitory Gi protein, with
the phosphorylated form of B2-AR apparently doing so preferentially (Port ef a/., 2001). The
B2-AR-G1 signaling pathway plays a crucial role in cardioprotection against apoptotic death

209



210

ENGLISH VERSION

of cardiomyocytes (Xiao et al, 2006; Zhu et al., 2005). Thus increased GRK activity could
result in an increased phosphorylation of the P2-subtype then favoring the cardioprotective
mechanism mediated by the B2/Gi pathway.

5. Does the regulation of ARs and GRKs differ depending on HF treatment and/or
etiology?

No significant differences were found in the expression of ARs and GRKSs depending on the
drug regimen of patients. Only the subgroup treated with the ou1/B-AR antagonist carvedilol
exhibits an upregulation of the ouia subtype in the RV, which can be interpreted as
consequence of a continuous blockade of this subtype and could be involved in the
protective effect of carvedilol on HF patients. No significant differences were found in the
expression of B-ARs indicating that carvedilol treatment was not a determinant factor in the
changes observed in HF. Among the three subgroups of cardiopathies analyzed, patients with
DC, patients with IC, and patients with NINDC, the cardiac explants from patients with
NINDC exhibit the greatest Pi-AR expression in the LV, which is slightly lower but not
significantly different to NFH, and could be the reason for the significantly higher LVEF
found 1n this patient subgroup. Interestingly in NINDC, the downregulation of Pi-AR is
greater 1n the RV. As the NINDC group presents a better ejection fraction than IC or DC,
together with a poor therapeutic response to B-blockers, future work to specifically address
HF patients with a preserved ejection fraction could determine the clinical implication of the
more marked decrease in the expression of the Pi1-ARs in the RV of this patient subgroup
and 1ts consequences for the pharmacological management of HF with a preserved ejection
fraction. Conversely, patients with DC exhibit a downregulation of the Bi-AR only in the
LV. Finally, the cardiac explants from patients with IC present a lower expression of Pi-ARs
in both LV and RV. Then, a selective downregulation of the P1-AR 18 observed depending
on HF etiology. The protective role of the previously discussed Pi-AR downregulation 1s
further supported by the fact that among the three types of HF analyzed, the IC patients who
have had considerable, acute cardiac injury exhibit the lowest B1-ARs expression in both LV
and RV. In DC and NINDC, an increased expression of the GRK2 is observed, thus
corroborating previous studies describing the upregulation of GRK2 in HF (Dorn et al.,
2009; Dzimiri et al., 2004; Hata et al., 2003; laccarino ef al, 2005; Ungerer ef al., 1993;
1994; Vinge et al, 2001). The rapid up- and downregulation of GRK2 observed in previous
studies (Liggett ef al, 2008) suggests that GRK2 may function predominantly in the acute
modulation of B-AR signaling. In this case, the GRK?2 upregulation observed in DC and
NINDC could relate to the chronic elevation of the sympathetic nervous system activity in
HF (Rengo er al, 2011), to the clinical severity of HF, or to pharmacological treatment
(Aguero et al., 2012). Therefore, a more profound analysis of GRK?2 expression in relation
to circulating catecholamines or treatment with B-blockers or dobutamine, dopamine, and
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norepinephrine could be the aim of a future work. Nevertheless, an interesting result 1s noted
1n the IC patients group where the expression of the three GRKS 1s not statistically different
to NFH but 1s lower than DC and NINDC. Therefore, those IC patients with a lower
expression of GRK2 and Pi-ARs exhibit markedly altered cardiac activity, as the LVEF
indicates. Thus the downregulation of B1-ARs, and not the upregulation of GRK?2, appears to
be the crucial maladaptive mechanism that determines the characteristic lower ejection
fraction in IC patients. The results obtained for NINDC corroborate this hypothesis since this
group exhibits a higher expression of Pi-ARs in the LV together with a higher LVEF,
irrespectively of the increased expressions of GRK2 and GRKS in this chamber.

6. Does changes in the expression of ARs and GRKs in PBMC mirror changes in the
myocardium?

The pathophysiological significance of the changes in mRNA levels of B1, B2, GRK2 and
GRKS5 observed in PBMC need to be determined, but it is remarkable that these changes
found in PBMC from patients before heart transplant were reverted after cardiac
transplantation.

The studies in hypertensive humans did not permit to determine whether the changes
observed 1n PBMC accurately mirrored those occurring in the heart or the vasculature of
hypertensive patients. This question was clarified in spontaneously hypertensive rats and in
salt sensitive hypertensive Dahl rats, identifying increased GRK2 protein expression in
PBMC and vasculature as a point of convergence in hypertension of different etiology (Gros
et al., 2000). These evidences indicate that, in some cases, changes in the expression of B-
ARs or GRK?2 1n heart and vessels were mirrored by expression levels in PBMC (Hata ef a/,
2006; Iaccarino et al., 2005; Oyama et al., 2005) thus leading to the possibility that PBMC
could be used as surrogate readout of myocardial, renal or vascular expression of a given
protein. However, present results indicate that changes in the mRNA levels of B-ARs and
GRKs found in PBMC not always reflect what occurs in the myocardium from SHR
animals: whereas a decrease in P1-AR expression was found in PBMC, no changes in B-AR
and GRKSs expression 1n heart, and a decrease in B2 and GRK?2 in kidney were observed in
hypertensive animals. We have previously studied the expression of Pi1 and P2-ARs and
GRK?2 in aorta and mesenteric resistance arteries of the same rat strains and different
changes were also observed in each vessel (Oliver ef al., 2009; 2014).

The same discrepancy was found between heart and PBMC in HF patients: the well-known
decrease in the expression of P1-ARs observed in failing heart was accompanied by an
increase in the expression of Bi-ARs in PBMC from the same patients. At the same time, B2-
AR and GRK2 increases in the failing LV whereas both genes decrease in PBMC of the
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same patients. Finally, we found an increased expression of GRKS in PBMC from HF
patients, not observed in heart from these patients.

These observations does not support the general assumption that PBMC could be used as a
peripheral marker of myocardial mRNA changes, specially, if these changes are
circumscribed to an organ or cell and did not respond to a general pathway.

7. Does the regulation of ARs and GRKSs expression in a tissue follow a common
pattern?

The present work describes the expression of Pi and P2-AR subtypes, GRK2, GRK3 and
GRKS in: a) heart and PBMC from patients with HF, before and after cardiac transplant; b)
PBMC from patients with essential hypertension; ¢) heart, aorta and kidney from two animal
models of hypertension (SHR and LNHR). Our major finding was the existence of a
common transcriptomic pattern which regulates these genes and was evidenced by the
significant correlation between the mRNA levels of GRK?2 and B2-ARs, and GRKS and Pi-
AR found in all of the analyzed territories. In addition, specific regulation of B1-AR appeared
to be associated to a given pathology, which modulates the 1 mRNA expression without
any similar change in GRKSs transcription.

Present data provide the first evidence that, in humans and different rat strains, changes in
the mRNA levels of GRK?2 in a given tissue are accompanied by a similar change in the
expression of P2-ARs, and this occurs in different territories as well as in different
physiological or pathological cardiovascular conditions. In fact, in all tissues where GRK?2
expression was increased, as occurs in LV from HF patients vs healthy donors or LV and
kidney from LNHR vs Wistar rats, the expression of B2 was also increased. In the same way,
in kidney from SHR, or PBMC from HF patients, where GRK2 expression was decreased,
B2-AR expression was also lower than their respective controls. According to present results,
parallel changes in P2-AR/GRK2 expression has been also described in aorta and small
mesenteric arteries from SHR and LNHR animals (Oliver ef al., 2014). Moreover, in spite of
the particular B1-AR down-regulation observed in the failing heart, an increase in GRKS
expression, accompanied by an increase in P1 expression was observed in other cases (LV
from LNHR vs Wistar, human PBMC from HF vs healthy volunteers). These observations
suggest the existence of a common regulatory mechanism for GRK2/ B2-AR and GRKS5/ps-
AR genes.
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The existence of this common transcriptional pattern for each B-ARs and GRK pair was also
supported by the significant correlation found between P1-AR and GRKS mRNA levels, or
GRK?2 and P2-AR, when we analyze their expression in human samples from healthy
subjects but also in samples obtained from patients with different cardiovascular diseases,
indicating that this pattern operates independently of the pathology. It is remarkable that in
human RV, the significant correlation between GRK2/B2-ARs and GRKS5/B1-ARs occurs
before and after the cardiac transplant, confirming that the common pattern which regulates
the expression of each pair of genes in a given tissue, acts independently of the disease.

The same relationship, observed between P2-AR and GRK2 expression in all of the studied
tissues, was also found when considering changes observed in post-transplant patients as a
function of days since the cardiac intervention: in PBMC, both B2-AR and GRK2 increased
their expression with increasing time since transplant, as has been previously described
(Aguero et al., 2009), whereas in RV, no changes in PB2-AR nor in GRK?2 expression were
found with increasing time after heart transplant.

Previous evidences proved that GRK isoforms could be quite selective towards a given
receptor subtype. In fact, GRK2 can phosphorylate most GPCRs 1 vitro (Pincher et al.,
1998) but zn2 vivo experiments have shown GRK2 attenuates cardiac B-ARs and Angiotensin
II receptor signaling whereas i1t does not desensitize adenosine receptors or o1-ARS
(Rockman et al, 1996; Eckhart et al, 2000). /n vivo GRKS can desensitize B-ARs and
adenosine receptors but does not appear to desensitize Ang II receptors (Brinks and Koch,
2010). Finally, GRK3 could not be currently involved in the regulation of B-ARs, as
previous evidences in animal models and 2 vitro studies indicate (Eckhart er aZ, 2000;
Vinge et al.,, 2008). As an indirect approach, we assume that the existence of significant
correlations in the genetic expression of a GRK isoform and a B-AR subtype would indicate
a specific activity of a particular GRK on a given AR. On the basis of this assumption,
present results showing a significant correlation between P2-AR/GRK2, and B1/GRKS in all
the territories and conditions analyzed, would be interpreted as GRK2 being mainly
responsible for P2-AR regulation, while Pi1-AR being mainly dependent on GRKS
phosphorylation.

The preceding observations suggest the existence of a regulatory mechanism which, in
parallel, modulates the expression of ARs and GRKs following a common transcriptional
pattern (more strongly evidenced in the case of P2-AR and GRK2 genes) who accommodate
the expression of GRKs to that of B-ARs, and ensure the proper functioning of these
signaling pathways. However, this conclusion did not exclude the possibility that a specific
regulatory transcriptional mechanism would be also responsible of changes in the expression
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of B-ARs and GRKS in the failing LV, and 1in this case, the regulation is not mirrored by
other territories as RV or PBMC from the same subjects.

In the last years, it has become evident that expression of GRKSs 1s altered in pathological
conditions. Administration of agonists can increase the level of GRKs (Iaccarino e a/, 1998;
Hurlé er al, 2001; Diaz et al., 2002; Fan et al, 2002; Oyama et al., 2006; Rubino ef al,
2006; Schroeder et al, 2009) whereas administration of antagonists or removal of
endogenous agonists decreases it (Hurlé er aZ, 2001; Diaz et al., 2002; Bezard et al., 2005;
Oyama ef al., 2006; Ahmed et a/., 2008). Alterations in the expression levels of GRKs has
been evidenced in different human diseases (Metaye et al., 2005; Penela e al., 2006; Brinks
and Koch, 2010; Belmonte and Blaxall, 2011). Cardiac and lymphocytic overexpression and
activity of GRK2 or GRKS, were associated with human (Ungerer ef al., 1993; 1994; 1996;
Dzimiri et al., 2002; 2004; Taccarino et al., 2005; Aguero et al., 2012; Monto et al., 2012) or
experimental models of HF (Ungerer ef al., 1996; Rockman ef al., 1998; Andersson et al.,
1999; Taccarino et al., 2001; Harding ef al., 2001; Vinge et al., 2001; Petrofski er al., 2003;
Brinks and Koch, 2010). GRK2 has been also related to cardiac hypertrophy (Choi ef al,
1997) and myocardial infarction (Ungerer ef al., 1996) and the nuclear localization of GRKS,
as well as 1ts gradual expression changes in HF, suggests that this 1soform seems to be
directly related to myocardial hypertrophic gene transcription through its role as a histone
deacetylase kinase (Martini ef al., 2008). More interestingly, in patients using left ventricular
assist devices increased GRK?2 protein level was found prior to overt clinical HF (Andersson
et al, 1999) which returns to normal levels when B-AR activity and ventricular function
were improved (Hata er al., 2006; Akhter e al., 2010).

Several clinical manifestations of hypertension have been also associated to increased GRK2
expression (Harris ef a/., 2008; Brinks and Eckhart, 2010). GRK?2 1s selectively up-regulated
in PBMC from young borderline hypertensive vs normotensive patients (Gros ef al., 1997;
1999; Cohn et al., 2009). However, the increased protein expression in human PBMC was
accompanied (Cohn et al, 2009) or not (Gros et al., 1999) by increased levels of mRNA,
suggesting the intervention of regulatory posttranscriptional mechanisms.

According to present results, a significant up-regulation of B2-AR was always accompanied
by up-regulation of GRK?2 and, in failing heart, this could be a protective mechanism that
reduces detrimental signaling through P1-ARs through Gs proteins (Xiao et al., 2004; 2006;
Zhu et al,, 2005). Unlike P1-ARS, B2-ARs interacts with an inhibitory Gi protein, with the
phosphorylated form of B2-ARs apparently doing so preferentially (Port and Bristow, 2001).
The B2-AR-Gi signaling pathway plays a crucial role in cardioprotection against apoptotic
death of cardiomyocytes (Zhu ef al., 2005; Xiao et al, 2006). The existence of a common
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transcriptomic mechanism implies that increased GRK2 and B2-AR expression in HF favors
the cardioprotective mechanism mediated by the B2/Gi pathway.
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CONCLUSIONS

1.

a1a-AR 1s the main expressed aa-subtype in human HF, and its expression in the LV
positively correlates with LVEF

The expression of GRK3 and GRKS in the LV inversely correlates with LVESD and
LVEDD, supporting previous observations about a protective role for both kinases in
FH

B1-ARs expression is downregulated in the LV and RV of IC, in the LV of DC, and
in the RV of NINDC. This difference, more than an increased expression of GRK2,

not found in IC patients, determines the lower LVEF observed in IC and DC vs.
NINDC.

Present data provides evidence of a close relationship between P2-AR/GRK2 and Pi-
AR/GRKS mRNA levels in different territories from human and animal models of
cardiovascular disease suggesting the existence of a common modulatory mechanism
of their expression. This highlights the need to focus, not only on GRKSs but also in
B1- or P2-AR changes to completely understand the involvement of B-AR/GRKSs
pathways in these diseases.
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En 1816, el médico francés René Théophile Hyacinthe Laénnec, avergonzado
por poner su oreja en el pecho de las damas para escuchar el corazén, creé un
cilindro de madera para hacerlo, naciendo asi el primer estetoscopio.
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ABSTRACT

Downregulation of B1- adrenergic receptors (B1-ARs) and increased expression/function of G-

protein-coupled receptor kinase 2 (GRK2) have been observed in human heart failure, but
changes 1n expression of other ARs and GRKSs have not been established. Another unresolved
questions are the incidence of these compensatory mechanisms depending on heart failure
etiology and treatment and the existence of a common transcriptional pattern which regulates
the mRNA levels of each G-protein coupled receptor kinase (GRK) isoform and B-
adrenoceptor subtypes (B-ARS).

To analyze these questions, we quantified the mRNA/protein expressions of six ARs (oua, 0B,
a1p, P1, B2, and B3) and three GRKs (GRK2, GRK3, and GRKS) in left (LV) and right ventricle
(RV) and peripheral blood mononuclear cells from four heart donors, 21 healthy subjects, 10
patients with 1schemic cardiomyopathy (IC), 17 patients with dilated cardiomyopathy (DC),
15 patients with nonischemic, nondilated cardiopathies (NINDC), 17 heart transplanted
patients and 25 hypertensive patients. Similar analysis was performed in LV and kidney from
spontaneously (SHR) or L-NAME-induced hypertensive rats and their controls. We correlated
the changes in the expressions of ARs and GRKs in human samples, with clinical variables
such as left ventricular ejection fraction (LVEF) and left ventricular end-systolic and left
ventricular end-diastolic diameter.

The main findings were 1) the expression of the aia-, B1- and B2- AR in the LV positively
correlate with LVEF; 2) the expression of GRK3 and GRKS inversely correlates with LVESD
and LVEDD, supporting previous observations about a protective role for both kinases in the
failing hearts; 3) P1-AR expression 18 down-regulated in the LV and RV of IC, in the LV of
DC, and in the RV of NINDC. This difference, better than an increased expression of GRK?2
(not observed in IC), determines the lower LVEF 1n IC and DC vs. NINDC; 4) In diseased vs
healthy subjects and in the animal models of hypertension, parallel changes in mRNA levels
of GRK2 and P2-AR or GRKS5 and Bi-AR were observed in each territory as well as
physiological or pathological cardiovascular conditions. Therefore, without excluding other
regulatory mechanisms, the parallelism observed suggests a common regulatory pattern for the
B1-AR/GRKS and B2-AR/GRK2 genes, which 1s independent of cellular type or pathology;
and 5) the correlation observed occurs before and after the cardiac transplant, confirming a
common pattern which regulates the expression of each pair of genes and acts independently
of the pathology.

We can conclude that the knowledge of the expression and regulatory mechanisms of B-ARs
must be accompanied by a similar analysis of GRKSs to better understand the implication of
the adrenergic system 1n cardiovascular diseases.
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