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1. INSUFICIENCIA CARDIACA 

1.1. DEFINICIÓN 

La insuficiencia cardiaca (IC) es un síndrome clínico que puede manifestarse 

como consecuencia de cualquier trastorno estructural o funcional cardiaco 

que deteriora la capacidad del ventrículo para llenar o expulsar la sangre. 

En consecuencia, el corazón no puede suministrar oxígeno a una frecuencia 

adecuada a las necesidades metabólicas de los tejidos, a pesar de presiones 

normales de llenado, o solo puede hacerlo a costa de presiones de llenado 

elevadas (1, 2). 

Desde el punto de vista clínico, de acuerdo con las guías sobre diagnóstico y 

tratamiento de la IC, ésta puede definirse como un síndrome en el que los 

pacientes presentan una serie de síntomas (falta de aire en reposo o 

durante el ejercicio, fatiga, cansancio, edema de tobillos…) y signos 

(taquicardia, taquipnea, estertores pulmonares, derrame pleural, elevación 

de la presión yugular venosa, edema periférico, hepatomegalia…), además 

de evidencias objetivas de esta anomalía (cardiomegalia, tercer sonido, 

soplos cardiacos, anomalías electrocardiográficas, concentraciones 

elevadas de péptidos natriuréticos (PN)…) (1, 3). 

La manifestación más común de este síndrome es la de un estado de IC 

crónica con exacerbaciones agudas ocasionales (4), es decir, con aparición 

repentina de síntomas y signos relacionados con una función cardiaca 

anormal, con o sin enfermedad cardiaca previa (5). 

Además, debemos diferenciar entre IC sistólica y diastólica. La IC sistólica se 

produce por una alteración en la capacidad de contracción del ventrículo 
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izquierdo, observándose una reducción en la fracción de eyección (FE 

<40%) mientras que en la IC diastólica existe una alteración en la relajación 

y una dificultad de llenado por parte de los ventrículos, manteniendo la FE 

preservada. En la mayoría de los pacientes con IC hay evidencia de 

disfunción sistólica y diastólica, tanto en reposo como en el ejercicio, por lo 

que ambos tipos no deben considerarse como entidades fisiopatológicas 

separadas (3, 4). 

 

1.2. ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 

1.2.1. Prevalencia, incidencia y pronóstico 

Actualmente, la prevalencia de la IC puede estimarse en el 2% de la 

población occidental, pero aumenta más del 10% en personas mayores de 

70 años (1, 6). Las personas menores de 50 años no suelen padecer IC, pero 

en los mayores de 50 años, la prevalencia y la incidencia aumentan 

progresivamente con la edad (6). Un estudio poblacional basado en 

síntomas y signos de la IC, mostró que la prevalencia general era del 2,2%, 

incrementándose desde el 0,7% en personas de 45-54 años hasta el 8,4% en 

personas ≥75 años (7). Estos datos coinciden con estudios previos, donde la 

prevalencia de la IC era el 1% en el grupo de edad de 55-64 años, el 3% en 

el grupo de edad de 65-74 años, el 7% en el grupo de edad de 75-84 años y 

más del 10% en el grupo de edad de ≥85 años (8). En los grupos más 

jóvenes, el desarrollo de IC es más frecuente en varones debido a que la 

enfermedad coronaria empieza a edades más tempranas, pero a edades 

avanzadas, es similar en ambos sexos (3). La prevalencia total de la IC está 

en aumento debido al envejecimiento de la población, a una mayor 
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supervivencia de los pacientes que sufren eventos coronarios y a la eficacia 

de la prevención. En España, de 1991 a 2012 la población mayor de 65 años 

se incrementó en un 50%, además la esperanza de vida se incrementó en 1-

2 años entre las edades de 65-76 años y 77-87 años (9). 

La incidencia de la IC se aproxima a 5-10 casos por cada 1.000 habitantes al 

año (6). Estas estimaciones están basadas en los estudios de Rotterdam y 

Hillingdon (10-12). En el estudio Hillingdon la incidencia de la IC se 

incrementa desde 0,2 casos por cada 1.000 habitantes al año en personas 

de 45-55 años hasta 12,4 casos por cada 1.000 habitantes al año en 

personas >85 años, con una media de edad de 76 años. Mientras que en el 

estudio Rotterdam la incidencia aumenta desde 2,5 casos por cada 1.000 

habitantes al año en personas de 55-64 años hasta 44 casos por cada 1.000 

habitantes en personas >85 años. La IC es más común en hombres que en 

mujeres (15 y 12 casos de cada 1.000 habitantes por año, respectivamente). 

La IC es una causa común de hospitalización, particularmente en personas 

mayores de 65 años (13). El tratamiento efectivo de estos pacientes ha 

mejorado las tasas de hospitalización y la supervivencia, pero sigue 

teniendo un gran impacto económico en la sanidad. Es la causa del 5% de 

los ingresos hospitalarios urgentes, ocupa el 10% de las camas hospitalarias 

y representa aproximadamente el 2% de los gastos sanitarios nacionales, 

debido en gran parte al coste de las hospitalizaciones (14). Su pronóstico es 

comparable a las formas más comunes de cáncer. Excepto en el caso de 

cáncer de pulmón, la IC se asocia con la peor tasa de supervivencia a los 5 

años (25% para ambos sexos). Con una tasa de mortalidad del 59% a los 5 
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años y una pérdida de esperanza de vida de 6,8 años/1.000 habitantes en 

hombres y 5,1 años/1.000 habitantes en mujeres (13, 15). 

1.2.2. Etiología 

La IC es un síndrome resultado de un número importante de enfermedades, 

frecuentemente se produce debido a la combinación de varias causas que 

acaban desencadenando la patología. 

La importancia de la clasificación etiológica de la IC radica en identificar la 

condición responsable, contribuyendo a tratarla de manera más eficaz y 

potencialmente reversible. No existe una clasificación consensuada de la 

etiología de este síndrome, frecuentemente se producen solapamientos 

entre las potenciales categorías en las que se clasifica. La Tabla 1 muestra 

una posible agrupación de etiologías que pueden llevar a IC. 
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Tabla 1. Etiología de la insuficiencia cardiaca. 

 

Miocardiopatías 
1. Enfermedad arterial coronaria 
2. Hipertensión 
3. Miocardiopatía 

a. Familiar 
I. Hipertrófica 

II. Dilatada 
III. Miocardiopatía arritmogénica 

ventricular derecha 
IV. Restrictiva 
V. Ausencia de compactación 

ventricular derecha 
b. Adquirida 

I. Miocarditis (miocardiopatía 
inflamatoria)  
Infecciosa: 

• Bacteriana 
• Por espiroquetas 
• Fúngica 
• Protozoica 
• Parasítica 
• Por raquitismo 
• Viral 

Inmunomediada: 
• Toxoide tetánico, vacunas, 
enfermedad sérica 
• Fármacos 
• Miocarditis linfocítica o de 
células gigantes 
• Sarcoidosis 
• Autoinmunidad 
• Eosinofílica (Churg-Strauss) 

Tóxica: 
• Fármacos/drogas (p. ej., 
quimioterapia, cocaína, etc.) 
• Alcohol 
• Metales pesados (cobre, hierro, 
plomo) 

II. Endocrina/nutricional 
• Feocromocitoma 
• Déficit vitamínico (p. ej., tiamina) 
• Déficit de selenio 
• Hipofosfatemia 
• Hipocalcemia 

III. Embarazo 
IV. Infiltración 

• Amiloidosis 
• Malignidad 
 

 

Valvulopatías 
Mitral 
Aórtica 
Tricuspídea 
Pulmonar 
 
 

Enfermedades pericárdicas 
Pericarditis constrictiva 
Efusión pericárdica 
 
 

Enfermedades endocárdicas 
• Afección endomiocárdica con 
hipereosinofilia (síndrome hipereosinofílico 
[SHE]) 
• Afección endomiocárdica sin hipereosinofilia 
(p. ej., fibrosis endomiocárdica [FEM]) 
• Fibroelastosis endocárdica 
 
 

Cardiopatías congénitas 
Arritmias 

Taquiarritmia 
• Auricular 
• Ventricular 

Bradiarritmia 
• Disfunción del nódulo sinusal 
 
 

Trastornos de la conducción 
• Bloqueo auriculoventricular 
 
 

Estados de alto rendimiento 
• Anemia 
• Sepsis 
• Tirotoxicosis 
• Enfermedad de Paget 
• Fistula arteriovenosa 
 
 

Sobrecarga de volumen 
• Insuficiencia renal 
• Iatrogénica (p. ej., por infusión de fluidos 
posoperatoria) 
 
 
 

(Modificada de McMurray et al 2012 (1)). 
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Resulta inapropiado realizar un screening diagnóstico de todas las posibles 

causas de IC para llegar finalmente al diagnóstico etiológico de la misma. Es 

de gran valor tener en cuenta las etiologías más frecuentes y orientar la 

búsqueda de la causa en función de esto último y de la presunción 

diagnóstica en base a la anamnesis y el examen clínico. 

La miocardiopatía dilatada (MCD) es una de las principales causas de IC 

(16), en la mayoría de los casos su causa es desconocida (MCD idiopática) 

pero puede ser el resultado de una variedad de agentes tóxicos, 

metabólicos, infecciosos, hereditarios o autoinmunes. A pesar de la 

predominancia de los casos idiopáticos, y debido a que la mortalidad por 

infarto de miocardio ha disminuido, son cada vez más frecuentes los casos 

de MCD isquémica. Sin embargo, es importante tener en cuenta que no 

todos los pacientes con enfermedad coronaria presentan dilatación. 

Una de las clasificaciones más comunes es la que divide la IC en MCD no 

isquémica y miocardiopatía isquémica (MCI). Por todo ello, en esta tesis 

doctoral nos centraremos en el estudio de pacientes con MCD idiopática y 

MCI: 

 En la MCD existe un daño miocárdico continuado que con el tiempo 

conduce a la pérdida de cardiomiocitos, fibrosis y dilatación 

ventricular. Se caracteriza, en la mayoría de casos, por un aumento 

de la masa ventricular y de la cavidad ventricular; la dilatación de 

las cuatro cavidades es habitual, así como la disminución del grosor 

de las paredes ventriculares, lo que compromete la contractibilidad 

cardiaca y la función ventricular (17) (Figura 1). La MCD puede 

ocurrir a cualquier edad, pero es más común en hombres a partir 
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de los 30 (18). La supervivencia a los 5 años después del diagnóstico 

es del 50%, los pacientes con frecuencia desarrollan IC congestiva 

progresiva y complicaciones tales como tromboembolismo y 

arritmias (19). 

 
Figura 1. Miocardiopatía dilatada. (Modificada de http://www.petmc.com). 

 

 La MCI es un conjunto de trastornos que se caracterizan por la 

reducción del suministro sanguíneo al miocardio, debido 

generalmente a aterosclerosis (Figura 2). Por tanto, se asocia con 

hipoxemia y un déficit de los sustratos necesarios para la 

producción de ATP, además de un acúmulo anormal de productos 

de desecho del metabolismo celular (20). La aterosclerosis es una 

enfermedad sistémica que produce el endurecimiento de los vasos 

sanguíneos, especialmente de las arterias grandes y medianas, por 

la acumulación local de fibras y lípidos (principalmente ésteres y 

cristales de colesterol) en su pared interna; formándose lesiones 
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focales o placas que pueden ocluir directamente la luz de los vasos 

o mediante complicación trombótica (21). 

 

Figura 2. Miocardiopatía isquémica. (Modificada de 

http://institutocardiovascularsanluis.com). 

 

La MCI ha sido, y continúa siendo, la principal causa de muerte en el 

mundo. Solo en 2013 causó más de 8 millones de muertes en todo 

el mundo, el 14,8% de todas las muertes y un 41,9% más de las 

muertes por MCI producidas en 1990 (más de 5 millones) (22). 

1.2.3. Fisiopatología 

La IC se produce como resultado de un daño en el miocardio a partir de una 

gran variedad de causas (Tabla 1), ocasionando la pérdida de miocitos 

funcionales o la pérdida de la capacidad del miocardio de generar fuerza, lo 

que impide que el corazón se contraiga con normalidad (23). 
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Un paciente con IC tiene el gasto cardiaco deprimido, lo que a su vez 

conduce a una disminución de la presión arterial y, por tanto, a una 

disminución de la perfusión del tejido. Existen mecanismos compensatorios 

que intentan aumentar el gasto cardiaco y mantener la presión arterial, 

asegurando una adecuada perfusión de los tejidos, entre ellos el 

mecanismo de Frank-Starling, la activación neurohormonal y el remodelado 

ventricular (Figura 3). Aunque inicialmente los mecanismos compensatorios 

son beneficiosos en las etapas tempranas de la IC, un proceso a largo plazo 

puede ser perjudicial (23). 

 

Figura 3. Mecanismos compensatorios en la insuficiencia cardiaca. (Modificada de 

Porth 2011 (24)). 

 

El mecanismo de Frank-Starling describe la capacidad del corazón para 

cambiar su fuerza de contracción y, por tanto, el volumen sistólico en 



INTRODUCCIÓN 

11 
 

respuesta a los cambios en el retorno venoso (25) (Figura 4). Este 

mecanismo juega un papel compensatorio muy importante en las primeras 

etapas de la IC (26). 

 

Figura 4. Curvas del mecanismo Frank-Starling para corazón con contractibilidad aumentada, 

corazón normal y corazón con insuficiencia cardiaca. El punto a representa un individuo sano 

en reposo. Los puntos b y c representan a un individuo con disfunción sistólica. Inicialmente 

en el punto b, un aumento de la precarga conduce a un incremento compensatorio del gasto 

cardiaco, aunque en menor medida que en un corazón sano. La IC progresa, en el punto c se 

observa que el volumen sistólico aumenta ligeramente para el aumento del volumen tele-

diastólico. Con el tiempo el mecanismo de compensación se agota y el aumento del volumen 

y presión tele-diastólicos conduce a congestión pulmonar con gasto cardiaco deprimido. 

(Modificada de Kemp & Conte 2011 (23)). 

 

La activación neurohormonal es muy importante para el mantenimiento de 

la presión arterial y la compensación durante las primeras etapas de la IC 

(27). Hasta el momento se han descrito la activación del sistema nervioso 

adrenérgico y del sistema de la renina y la angiotensina, que son 

responsables del mantenimiento del gasto cardiaco mediante una mayor 

retención de sal y agua, una vasoconstricción arterial periférica y un 
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aumento de la contractilidad, y la activación de los mediadores 

inflamatorios responsables de la reparación y el remodelado cardiacos (28) 

(Figura 3). 

El estrés hemodinámico crónico sobre el corazón lleva a alteraciones en el 

tamaño, forma, estructura y función del ventrículo. Este remodelado 

implica cambios en la masa ventricular, la composición y el volumen, y 

cambios generales en su geometría que inicialmente son compensatorios. 

El corazón se agranda para aumentar el volumen ventricular que conduce a 

un mayor volumen sistólico a pesar de una FE deprimida. El espesor de la 

pared del miocardio y la masa ventricular aumentan para aumentar la 

contractibilidad (23). 

Aunque es importante la compensación durante etapas tempranas de la IC, 

los resultados a largo plazo de su activación resultan perjudiciales (23, 28). 

El agrandamiento y la hipertrofia del ventrículo conducen a un aumento de 

la tensión de la pared y de la fibrosis que finalmente perjudica la 

contractilidad. Además, también aumenta la apoptosis y necrosis 

miocárdica; y existe una asincronía contráctil significativa en el ventrículo 

dilatado y un remodelado que conduce a un bombeo menos eficaz (23). 

El papel de los PN es muy importante en la regulación de la homeostasis del 

volumen y la presión sanguíneas, teniendo efectos beneficiosos y 

cardioprotectores que incluyen la natriuresis, vasodilatación y la 

modulación del sistema nervioso simpático y el sistema renina-

angiotensina-aldosterona (27). Además, los PN inhiben la hipertrofia y el 

remodelado cardiaco y también actúan en el cerebro donde las acciones 

que realizan refuerzan sus acciones periféricas.  
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1.3. DIAGNÓSTICO Y TRATAMIENTO 

1.3.1. Diagnóstico 

El diagnóstico de la IC puede ser complicado, especialmente en las etapas 

iniciales, ya que muchos de los síntomas y signos no son específicos, son 

poco sensibles y difíciles de detectar (1). 

La historia clínica del paciente es importante; una historia cuidadosa y la 

exploración física siguen siendo las piedras angulares en la evaluación de 

los pacientes con IC. La historia ofrece pistas para la etiología de la 

miocardiopatía y también proporciona información sobre la gravedad de la 

enfermedad y su pronóstico e identifica las posibilidades del paciente para 

las intervenciones terapéuticas. El examen físico proporciona información 

acerca de la gravedad de la enfermedad y permite la evaluación del 

volumen cardiaco y la adecuación de la perfusión (2). 

El ecocardiograma y el electrocardiograma (ECG) junto con la 

determinación de los PN son las pruebas más utilizadas en los pacientes con 

sospecha de IC. Ofrecen información crucial para determinar el tratamiento 

adecuado y permiten una impresión diagnóstica y un plan de tratamiento 

inicial para la mayoría de los pacientes (1). 

La radiografía de tórax sirve para identificar una explicación pulmonar 

alternativa para los síntomas y signos del paciente, pero también puede 

revelar congestión venosa pulmonar o edema en un paciente con IC (1). 

Los estudios hematológicos y bioquímicos también son importantes. 

Permiten determinar la función renal y los niveles de potasio, importantes 
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en el inicio del tratamiento del bloqueo del sistema renina-angiotensina-

aldosterona, excluir anemia, determinar enfermedad tiroidea que imita o 

empeora la IC, diagnosticar diabetes mellitus (DM) no conocida 

previamente, muy común en estos pacientes, o determinar enzimas 

hepáticas, importantes en el inicio del tratamiento con amiodarona o 

warfarina. Además, la concentración en sangre de otras moléculas más 

específicas como PN o troponina T son útiles en el diagnóstico o exclusión 

de IC (1). 

Por último, las pruebas no invasivas adicionales como resonancia magnética 

cardiaca, tomografía computarizada o gammagrafía cardiaca, se realizan en 

pacientes en los que la ecocardiografía no proporciona suficiente 

información, y en aquellos pacientes con sospecha de enfermedad 

coronaria; mientras que las pruebas invasivas como angiografía coronaria, 

cateterismo o biopsia, se indican cuando se quiere determinar la etiología 

de la enfermedad, obtener información pronóstica y para evaluar la 

necesidad de revascularización (3). 

En la Figura 5 se muestra un algoritmo desarrollado por la European Society 

of Cardiology para el diagnóstico de la IC (1). En los pacientes con sospecha 

de IC de inicio agudo se recomienda realizar precozmente una 

ecocardiografía. En el caso de medir un PN se debe utilizar un punto de 

corte concreto (péptido natriurético tipo B (BNP), ≥100 pg/ml o NT-proBNP, 

≥300 pg/ml), también se puede utilizar MR-proANP (≥120 pmol/l). En los 

pacientes con sospecha de IC de inicio lento se puede utilizar un ECG y la 

determinación de un PN para identificar la necesidad de una 

ecocardiografía. Con este tipo de pacientes se debe utilizar un punto de 
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corte más bajo para evitar falsos negativos (BNP, ≥35 pg/ml; o NT-proBNP, 

≥125 pg/ml). A los pacientes con alta probabilidad de IC se les puede 

realizar directamente una ecocardiografía. 

 

Figura 5. Diagrama de flujo para el diagnóstico de pacientes con sospecha de insuficiencia 

cardiaca, que muestra abordajes alternativos. BNP, péptido natriurético tipo B; ECG, 

electrocardiograma; NT-proBNP, fracción N-terminal del propéptido natriurético tipo B. 

(Modificada de McMurray et al 2012 (1)). 
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1.3.2. Tratamiento 

Los objetivos del tratamiento en pacientes con IC establecida son aliviar los 

síntomas y signos, evitar el ingreso en el hospital y mejorar la supervivencia 

de acuerdo con las recomendaciones reflejadas en las guías de IC (1, 2). 

Además, es fundamental detectar y considerar el tratamiento de las 

comorbilidades cardiovasculares y no cardiovasculares más frecuentes. 

 

1.4. FACTORES DE RIESGO Y COMORBILIDADES 

Muchas condiciones o comorbilidades se asocian con un aumento de la 

predisposición a desarrollar IC, la mayoría conllevan estados clínicos peores 

y son factores predictivos de mal pronóstico. Además, pueden condicionar 

el tratamiento de los pacientes debido a que ciertos fármacos para tratar la 

comorbilidad pueden empeorar la IC o viceversa o existan interacciones 

entre los tratamientos de ambas. Esto ha hecho que algunas 

comorbilidades se conviertan en el objetivo del tratamiento. 

La hipertensión se asocia con mayor riesgo de sufrir IC y su tratamiento 

reduce considerablemente su incidencia (1). Se ha estimado que el 47% de 

los casos de MCI son atribuibles a la hipertensión arterial (29). A su vez, la 

glucemia mal controlada y la DM son muy comunes en la IC y se asocian con 

un peor estado funcional y pronóstico (1). El 20-30% de los pacientes con IC 

padece DM (30) y ésta tiene un impacto negativo en la evolución natural de 

la IC, especialmente en pacientes con MCI, donde ambas interactúan 

acelerando el deterioro de la disfunción miocárdica y la progresión de la IC 

y tienen una influencia desfavorable en el pronóstico (31, 32). Además la 

DM es particularmente importante en mujeres, provoca un mayor impacto 
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negativo en los factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares que 

en hombres, incrementando el riesgo en mujeres diabéticas (33). 

La hipercolesterolemia es un factor de riesgo claramente establecido que 

contribuye a la patogénesis de la aterosclerosis y se ha relacionado con el 

desarrollo de la IC (21). En todo el mundo, las concentraciones elevadas de 

colesterol provocan un 56% del total de las enfermedades cardiacas 

isquémicas y un 18% de los accidentes cerebrovasculares (28). 

La exposición al tabaco se ha asociado con mayor riesgo en el desarrollo de 

IC en adultos de edad avanzada, independientemente de otros factores de 

riesgo y de eventos coronarios. El riesgo es mayor tanto en fumadores 

como en exfumadores. En los primeros este riesgo es alto 

independientemente de paquetes/años de exposición, mientras que en los 

exfumadores existe una asociación dosis/efecto. No parece existir ningún 

nivel seguro de consumo de tabaco en relación con el riesgo de IC (34). 

La edad y el género masculino se han identificado de manera constante 

como factores de riesgo. Los hombres tienden a desarrollar enfermedad 

coronaria a edades más tempranas pero a partir de los 65 años el riesgo de 

IC en mujeres en prácticamente el mismo que en hombres (3). Las mujeres 

comparten muchos factores de riesgo con los hombres, como tabaquismo, 

hipertensión o colesterol alto, siendo particularmente importante la DM 

(33). En cuanto a la edad, la prevalencia y la incidencia de la IC incrementan 

progresivamente con la edad en personas mayores de 50 años tanto en 

hombres como en mujeres (6). A partir de la menopausia se incrementa el 

índice de enfermedades del corazón en la mujer, estando en discusión si 
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son causadas, principalmente, por el envejecimiento o son el resultado de 

la deficiencia de estrógenos (35, 36). 

Existen otros muchos factores asociados a IC como son anemia, cáncer, 

depresión, disfunción eréctil, gota, obesidad, insuficiencia renal… Algunos 

pueden tratarse o modificarse y otros no. Pero el control del mayor número 

de factores posible puede reducir el riesgo cardiovascular. 
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2. PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS 

2.1. PAPEL DE LOS PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS EN LA INSUFICIENCIA 

CARDIACA 

2.1.1. Diagnóstico 

Los niveles plasmáticos de los PN están incrementados bajo ciertas 

condiciones patológicas como la IC, por lo que su papel como herramienta 

útil en la evaluación de la IC en la práctica clínica ha sido ampliamente 

estudiado en los últimos 25 años. Los estudios iniciales demostraron que los 

niveles plasmáticos del péptido natriurético atrial (ANP) incrementaban en 

proporción a la severidad de la IC congestiva sintomática (37). De igual 

forma, en pacientes con IC grave aumentaban los niveles de ANP y BNP y su 

perfil de secreción variaba de acuerdo con la condición cardiaca subyacente 

(38). Muchos estudios han mostrado que los niveles plasmáticos de ANP 

están significativamente elevados en pacientes asintomáticos con 

disfunción ventricular izquierda. 

Inversamente, la gravedad de la IC se ha evaluado basándose en los niveles 

plasmáticos de BNP, los cuales se correlacionan con la clase funcional y la 

hemodinámica (39). Además, los niveles plasmáticos de ANP aumentan en 

respuesta a incrementos en la presión auricular derecha y/o izquierda, 

mientras que aumentos en BNP reflejan el grado de sobrecarga ventricular. 

Los niveles plasmáticos de BNP son también útiles para identificar pacientes 

con disfunción ventricular izquierda asintomática, y muchos investigadores 

han descubierto que podrían servir como marcadores de diagnóstico de la 

disfunción sistólica ventricular izquierda, tanto en la población general 

como en pacientes con enfermedad cardiovascular (40). 
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Por otra parte, los bajos niveles de BNP se pueden utilizar para descartar IC 

congestiva en pacientes sintomáticos con valores predictivos negativos 

altos. En urgencias hospitalarias, la medición rápida de valores de BNP es 

útil para establecer o excluir un diagnóstico de IC congestiva en pacientes 

con disnea aguda (41). 

Por lo tanto, la medición de los niveles de BNP es útil tanto para la 

evaluación de la gravedad de la IC, como para excluir y detectar la 

disfunción ventricular izquierda y la IC. Por estas razones, las Guías de 

práctica clínica reconocen el valor potencial de los PN para el diagnóstico y 

manejo de la IC (1-3). 

2.1.2. Pronóstico y monitorización del tratamiento 

Numerosos estudios están demostrando que los niveles plasmáticos de BNP 

(40, 42-45) y NT-proBNP (46-51) son altamente predictivos para los eventos 

de origen cardiaco. Además, en los últimos años muchos artículos han 

evaluado la capacidad pronóstica del porcentaje de cambio de los PN (BNP 

y NT-proBNP), mostrando que ambas moléculas predicen la mortalidad y 

los eventos cardiovasculares en pacientes con IC avanzada o 

descompensada (52-54). 

En cuanto a la monitorización de BNP o NT-proBNP como guía en la 

evaluación de la eficacia y optimización de la terapia en la IC existen varios 

estudios que la evalúan (55-58) con resultados que indican que una terapia 

que conduzca a un descenso de PN facilitaría el uso óptimo de los fármacos 

y una reducción de los eventos clínicos adversos. Sin embargo, es necesario 

aclarar primero el efecto de los diferentes tratamientos cardiacos sobre los 
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niveles de PN ya que se ha visto que ejercen efectos ambiguos debidos, 

posiblemente, a la duración del tratamiento y/o a la selectividad 

farmacológica de los diferentes componentes (59-62). 

2.1.3. Tratamiento 

El uso potencial de los PN para el beneficio terapéutico es prometedor y se 

ha estudiado ampliamente. Los estudios iniciales probaron el uso de ANP y 

BNP como agentes terapéuticos potenciales en el tratamiento de la IC. Así, 

por ejemplo, la infusión de ANP sintético (anaritida) en pacientes con IC 

crónica (63, 64) dio lugar a una mayor excreción de sodio y agua, y a una 

disminución de la presión sanguínea. En pacientes con IC aguda mostró 

respuestas hemodinámicas beneficiosas, sugiriendo que las inyecciones de 

ANP podrían ser útiles en el tratamiento de la IC (65). 

El BNP humano recombinante (nesiritida) imita las acciones del BNP 

endógeno y causa vasodilatación potente acompañado de natriuresis y 

diuresis, así como la disminución en los niveles de aldosterona y endotelina 

plasmáticos en pacientes con IC aguda (66). La FDA aprobó el uso de 

nesiritida para el tratamiento de IC aguda en 2001, pero todavía se está 

investigando debido al mayor riesgo de disfunción renal y mortalidad de los 

pacientes bajo este tratamiento (67, 68). 

Los usos terapéuticos del péptido natriurético tipo C (CNP) todavía no se 

han explorado, pero podría ser un fármaco cardiovascular prometedor, ya 

que se ha encontrado que puede prevenir la remodelación cardiaca 

después de un infarto de miocardio en ratones (69). 
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2.2. TIPOS DE PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS 

Los PN son una familia de hormonas/factores paracrinos de naturaleza 

peptídica, estructuralmente relacionados pero genéticamente diferentes, 

liberados principalmente por los cardiomiocitos en respuesta a una 

sobrecarga de volumen o presión. Regulan el volumen de sangre, presión 

arterial, hipertrofia ventricular, hipertensión pulmonar, metabolismo graso 

y crecimiento de los huesos largos. Se conocen cinco péptidos: ANP, BNP, 

CNP, péptido natriurético Dendroaspis (DNP) y péptido natriurético 

ventricular (VNP). La estructura básica de los PN consiste en un anillo 

intramolecular altamente conservado de 17 aminoácidos y secuencias N- y 

C- terminales de diferentes longitudes (70) (Figura 6). Así como tres 

receptores: receptor de péptidos natriuréticos 1 (NPR1), receptor de 

péptidos natriuréticos 2 (NPR2) y receptor de péptidos natriuréticos 3 

(NPR3). Los dos primeros tienen actividad guanilil ciclasa, mientras que el 

último carece de actividad enzimática intrínseca conocida (Figura 7). 
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Figura 6. Secuencia y estructura del péptido natriurético auricular (ANP), péptido 

natriurético tipo B (BNP), péptido natriurético tipo C (CNP), péptido natriurético Dendroaspis 

(DNP) y péptido natriurético ventricular (VNP). (Modificada de Tota et al 2010 (71)). 
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Figura 7. Topología de los receptores de los péptidos natriuréticos y preferencias de ligando. 

ANP, péptido natriurético auricular; BNP, péptido natriurético tipo B; CNP, péptido 

natriurético tipo C; NPR1, receptor de péptidos natriuréticos 1; NPR2, receptor de péptidos 

natriuréticos 2; NPR3, receptor de péptidos natriuréticos 3; GTP, guanosín trifosfato; GMPc, 

guanosín monofosfato cíclico. (Modificada de Potter et al 2006 (72)). 

 

2.2.1. ANP 

En 1981, Bold et al encontraron que la inyección intravenosa de extractos 

miocárdicos en ratas provocaba una rápida disminución de la presión 

arterial que iba acompañado por aumento de la excreción renal de sodio y 

agua (73), descubriendo de esta forma ANP (Figura 6). 

NPPA es el gen que codifica ANP y se localiza en el cromosoma 1 (1p36.21). 

Está compuesto de 3 exones y 2 intrones, con un tamaño aproximado de 2 
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kb (74) (Figura 8). Todos los PN son sintetizados como prehormonas, el 

ARNm de ANP es traducido en preproANP de 151 aminoácidos. Esta 

molécula contiene un péptido señal de 25 aminoácidos que es cortado para 

producir proANP (γ-ANP) de 126 aminoácidos, la forma predominante 

almacenada en los gránulos auriculares (75). Una vez secretado proANP, 

corina, una serina proteasa transmembrana, escinde este propéptido en el 

péptido biológicamente activo, ANP (α-ANP), de 28 aminoácidos y el 

extremo N-terminal inactivo, NT-proANP (72, 74, 76). 

 

 
Figura 8. Estructura del gen y biosíntesis de ANP. El exón 1 codifica la región 5’ no traducida, 

los 25 aminoácidos del péptido señal y los primeros 16 aminoácidos de proANP; el exón 2 

codifica la mayor parte de la secuencia de proANP; y el exón 3 codifica la tirosina terminal y 

la región 3’ no traducida. (Modificada de Nishikimi et al 2011(74)). 
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ANP se expresa abundantemente en corazón, se sintetiza y se secreta en 

condiciones normales en las aurículas, y en el miocardio ventricular durante 

el desarrollo fetal, hipertrofia, o IC (77). El ARNm de ANP también se ha 

detectado en otros tejidos extracardiacos, incluyendo el hipotálamo, la 

glándula pituitaria y el pulmón (78), pero la expresión extracardiaca es 

generalmente débil. 

Las células auriculares almacenan el péptido en gránulos de secreción, 

mientras que las células ventriculares lo secretan rápidamente una vez 

sintetizado. Se piensa que ANP es liberado por una vía secretora 

constitutiva en el ventrículo, mientras que en la aurícula se almacena y se 

libera por una vía regulada (79). 

La liberación de proANP de los gránulos auriculares se estimula 

principalmente por el estiramiento de la pared auricular causada por el 

aumento de volumen intravascular (80-82). Una vez secretado y escindido, 

ANP entra en la circulación para distribuirse a sus órganos diana. En la 

circulación además de ANP y NT-proANP se encuentran otros fragmentos 

como urodilatina de 32 aminoácidos generada en el riñón y que podría ser 

importante en la regulación de la excreción renal de agua y sodio (83); el 

dímero antiparalelo de ANP, β-ANP, detectado en plasma y miocardio de 

pacientes con IC (84, 85); y el fragmento de la región media de proANP 

(MR-proANP) con papel diagnóstico de la IC crónica y aguda (86, 87). 

2.2.2. BNP 

BNP fue aislado por primera vez en 1988 en extractos de tejido cerebral de 

cerdo, por lo que se llamó péptido natriurético cerebral (88). Más tarde, se 
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encontraron concentraciones mucho más altas en corazón, donde actúa 

como hormona cardiaca (89). 

NPPB es el gen que codifica BNP y se localiza en el cromosoma 1 (1p36.2). 

Como NPPA, este gen consta de 3 exones y 2 intrones (90) (Figura 9). El 

ARNm de BNP es traducido en preproBNP de 134 aminoácidos, del cual se 

elimina el péptido señal de 26 aminoácidos produciendo proBNP (γ-BNP) de 

108 aminoácidos. proBNP es escindido, por corina y más eficientemente 

por furina (91), en BNP, bilógicamente activo, de 32 aminoácidos y NT-

proBNP, inactivo, de 76 aminoácidos; ambos son liberados 

constitutivamente a la circulación (72, 74, 76). Esta escisión podría ocurrir 

en la red trans Golgi (92) y tanto la molécula intacta proBNP, como BNP y 

NT-proBNP circulan en plasma (93). 

 
Figura 9. Estructura del gen y biosíntesis de BNP. El exón 1 codifica los 26 aminoácidos del 

péptido señal y los primeros 15 aminoácidos de proBNP; el exón 2 codifica la mayor parte de 

la secuencia de proBNP; y el exón 3 codifica la tirosina terminal y la región 3’ no traducida. 

(Modificada de Nishikimi et al 2011(74)). 
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En aurícula BNP se almacena en los gránulos auriculares junto con ANP, 

mientras que su producción en ventrículo se encuentra regulada 

transcripcionalmente en respuesta a estados de estrés cardiaco tales como 

la sobrecarga de volumen (76), y bajo el control de GATA-4 (94, 95). 

Además, se ha encontrado expresión extracardiaca en cerebro, pulmones, 

riñones, aorta y glándulas suprarrenales, aunque en concentraciones 

menores que en el ventrículo (96). 

2.2.3. CNP 

CNP fue aislado por primera vez en 1990 en extractos de cerebro (97). La 

estructura en anillo es homóloga a ANP y BNP pero se pierde la extensión C-

terminal (Figura 6).  

El gen que codifica CNP es NPPC, se localiza en el cromosoma 2 (2q37.1) y 

está formado por 3 exones y 2 intrones (74) (Figura 10). El ARNm de CNP 

codifica un polipéptido de 126 aminoácidos, un péptido señal de 23 

aminoácidos seguido de proCNP de 103 aminoácidos. El péptido señal se 

escinde y resulta en proCNP de 103 aminoácidos, el cual es procesado 

adicionalmente en NT-proCNP y CNP de 53 o 22 aminoácidos. En el primer 

caso furina es la enzima responsable de esta escisión (98), mientras que en 

el segundo caso se desconoce la proteasa responsable, aunque algunos 

autores piensan que PC2 o PC1/3 podrían ser los encargados de esta 

escisión (74). 
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Figura 10. Estructura del gen y biosíntesis de CNP. El exón 1 codifica los 23 aminoácidos del 

péptido señal y los primeros 7 aminoácidos de proCNP; el exón 2 codifica el resto de la 

secuencia de proCNP; y el exón 3 codifica la región 3’ no traducida. (Modificada de Nishikimi 

et al 2011 (74)). 

 

CNP se expresa en cerebro pero también se expresa en condrocitos (99) y 

células endoteliales (100). No se almacena en gránulos y su secreción en las 

células endoteliales está regulada por TGF-β (100), TNF-α, IL-1, 

lipopolisacárido (101) y también por el estrés (102), mientras que la insulina 

lo inhibe (103). 

CNP es el PN mas conservado, de hecho un análisis filogenético confirmó 

que el gen ancestral de la familia de los PN era CNP-4, que codifica para 4 

tipos de CNP (104); ANP y BNP evolucionaron de eventos de duplicación 

génica de CNP (105). 
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2.2.4. Otros 

Además de los PN de mamíferos (ANP, BNP y CNP), otros PN con estructura 

y propiedades similares han sido aislados en el reino animal. 

En 1992 se purificó y se secuenció el péptido natriurético Dendroaspis 

(DNP) del veneno de la serpiente mamba verde (Dendroaspis angusticeps) 

(106). Es un péptido de 38 aminoácidos estructuralmente homólogo a los 

otros PN (Figura 6). Se ha encontrado en aurícula y plasma humanos (107), 

pero no está claro si es o no un péptido endógeno ya que no se ha 

encontrado el gen que lo codifica (108). Sin embargo, DNP es un potente 

péptido natriurético y diurético (109) que, igual que ANP y BNP, actúa a 

través del receptor NPR1 y se elimina a través de NPR3 (106); pero es más 

estable a la endopeptidasa neutra (NEP) lo que podría explicar las colas N- y 

C- terminales alargadas (110). 

En 1991 se identificó el péptido natriurético ventricular (VNP) en 

ventrículos de la anguila japonesa (Angilla japonica) (111). Se trata de un 

péptido de 36 aminoácidos con una larga cola C-terminal (Figura 6). Realiza 

las mismas acciones que los otros PN, pero sus efectos vasculares y renales 

parecen ser más potentes que los de sus otros PN, tanto en anguila como 

en rata (111). 
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2.3. RECEPTORES DE LOS PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS 

2.3.1. NPR1 

NPR1 es una guanilil ciclasa transmembrana, también conocida como NPR-

A o GC-A. Contiene un dominio extracelular de unión al ligando de 

aproximadamente 450 aminoácidos, una sola región que atraviesa la 

membrana de 20-25 residuos y un dominio intracelular formado por el 

dominio de homología quinasa, dominio de dimerización y dominio C-

terminal de la guanilil ciclasa, de aproximadamente 570 aminoácidos (76) 

(Figura 7). El gen que codifica NPR1, también llamado NPR1, está situado en 

el cromosoma 1 (1q21-q22), tiene aproximadamente 16 kb y contiene 22 

exones y 21 intrones (112). Este receptor es el más abundante en los vasos 

sanguíneos grandes, y también está presente en las glándulas adrenales y el 

riñón (113). 

NPR1 es el principal receptor de ANP y BNP. El orden de activación por los 

PN es ANP≥BNP>>CNP (114). En condiciones normales, NPR1 es fosforilado 

en cuatro residuos de serina y dos de treonina localizados en la porción N-

terminal, dominio de homología quinasa. Esta fosforilación es esencial para 

la activación del receptor (115) y la desfosforilación es un mecanismo de 

desensibilización en respuesta a una exposición prolongada a los PN o la 

activación de la proteína quinasa C (116, 117). La unión de los PN al 

receptor activa la guanilil ciclasa que conduce a una elevación del GMPc 

intracelular (113). 

La internalización y degradación de NPR1 es controvertida. Mientras unos 

autores afirman que se produce una internalización y degradación por vía 
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lisosomal con reciclaje de una pequeña parte de los receptores que 

volverían a la membrana (118), otros indican que NPR1 es un receptor de 

membrana que no experimenta internalización ni degradación aguda (119-

121). 

2.3.2. NPR2 

NPR2 es igualmente una guanilil ciclasa transmembrana, también conocida 

como NPR-B o GC-B; con topología, patrones de glicosilación y puentes 

disulfuro similares a NPR1 (Figura 7). Ambos receptores comparten un 78% 

de similaridad a nivel de aminoácidos de la región interna, mientras que el 

dominio externo es solo un 43% idéntico (122). El gen que codifica NPR2 es 

conocido como NPR2 y se localiza en el cromosoma 9 (9p21-p12) (123), 

mide aproximadamente 16,5 kb y tiene 22 exones y 21 intrones (124). Este 

receptor predomina en el cerebro pero también puede encontrarse en los 

vasos sanguíneos grandes, las glándulas adrenales y el riñón (113). 

NPR2 se une a los PN con una preferencia de CNP>>ANP≥BNP (114), y como 

ocurre con NPR1 la unión de los PN al receptor activa la guanilil ciclasa que 

conduce a una elevación del GMPc intracelular (113). Esta activación es 

dependiente de la fosforilación del receptor; en NPR2 se han identificado 4 

sitios de fosforilación de serina y uno de treonina en la porción N-terminal 

del dominio de homología quinasa (125). De forma similar a NPR1, la 

desfosforilación media la desensibilización en respuesta a una exposición 

prolongada de CNP (126), activación de la proteína quinasa C (127) y 

elevación de calcio intracelular (128). A diferencia de NPR1 solo existe un 

estudio sobre el tráfico de NPR2 en el cual no se han encontrado evidencias 

de que este receptor se internalice o degrade (119). 
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2.3.3. NPR3 

NPR3 es también conocido como NPR-C o receptor de aclaramiento. El 

dominio extracelular de unión al ligando posee un 35% de similaridad con 

los otros dos receptores. Sin embargo, a diferencia de NPR1 y NPR2, este 

receptor solo tiene un dominio intracelular de 37 residuos y carece de 

actividad guanilil ciclasa (Figura 7) (129). El gen de NPR3 (NPR3) está 

localizado en el cromosoma 5 (5p13.3), contiene 8 exones y 7 intrones y se 

extiende más de 65 kb (123, 130). NPR3 es el receptor más 

abundantemente expresado, constituye aproximadamente el 94% de los 

sitios de unión de ANP en las células endoteliales (131). Además, se 

encuentra en glándulas suprarrenales, cerebro, corazón, riñón, mesenterio 

y tejido vascular de músculo liso (132-134). 

La principal función de NPR3 es eliminar de la circulación los PN a partir del 

proceso de internalización mediada por receptor y degradación. Esta 

internalización ocurre también sin unión al ligando por lo que se trata de un 

proceso constitutivo. Además, tiene lugar el reciclaje del receptor a la 

membrana (135). NPR3 se une a los PN con una preferencia de ligando 

ANP>CNP>BNP (114) y con una estequiometria 2:1 (receptor:ligando) (136). 

Esta diferente afinidad por los PN puede contribuir a las diferencias en sus 

vidas medias en suero. Mientras que BNP permanece una media de 20 

minutos en la circulación (137), ANP y CNP son eliminados más 

rápidamente (vida media de 2 y 2,6 minutos, respectivamente) (138-140). 
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2.4. ENZIMAS DE PROCESADO DE LOS PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS 

Las enzimas responsables de procesar proANP, proBNP y proCNP difieren 

considerablemente, a pesar de que sus genes derivan de un origen común 

(105); probablemente estas diferencias reflejen requisitos funcionales 

específicos en diferentes células. 

2.4.1. Corina 

Corina es una serina proteasa transmembrana tipo II que se expresa 

abundantemente en cardiomiocitos fetales y adultos, pero también se han 

detectado niveles más bajos en otros tejidos, incluyendo riñón y hueso 

(141, 142). 

Su gen (CORINA) se localiza en el cromosoma 4 (4p12-13), está formado por 

22 exones y 21 intrones y se extiende a lo largo de más de 200 kb (143). 

Existe una región 5’ flanqueante que contiene sitios de unión conservados 

para los factores de transcripción TBX5, GATA, NKX2.5, NFAT y Kruppel-like. 

Entre ellos, un sitio de unión a GATA es crítico para interactuar con el factor 

de transcripción GATA-4, importante para la expresión génica específica de 

corazón (143). 

CORINA codifica un polipéptido de 1.042 aminoácidos caracterizado por un 

dominio transmembrana integral cerca de su extremo N-terminal, una cola 

citoplasmática corta y una compleja región extracelular. La región 

extracelular está compuesta por dos dominios tipo frizzled ricos en cisteína, 

ocho dominios del receptor de lipoproteína de baja densidad (LDLR), un 

dominio del receptor barredor (SRCR) y un dominio catalítico serina 

proteasa tipo tripsina en el extremo C-terminal (144) (Figura 11). 
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Figura 11. Estructura multidominio de corina humana. FRZ, dominio frizzled; LDLR, dominio 

receptor lipoproteína baja densidad; SRCR, dominio del receptor barredor. Las letras H, D y S 

en el dominio serina proteasa indican la posición de los tres residuos catalíticos histidina, 

aspartato y serina, respectivamente. (Modificada de Park 2010 (145)). 

 

Corina es sintetizada como zimógeno y necesita de la escisión de Arg801 en 

el sitio conservado de activación, R↓ILGG, para su actividad. Sin embargo, 

el dominio transmembrana es dispensable para su actividad, ya que corina 

soluble sin este dominio ha mostrado actividad similar a corina de tipo 

“salvaje” (146). 

Wu et al identificaron a corina como la enzima responsable de convertir 

proANP en ANP activo de una forma específica de secuencia (147, 148). 

Además, se observó que también escindía a proBNP aunque la reacción era 

menos eficiente que para proANP (91). Sin embargo, corina no escinde 

proCNP (98). Estos resultados son consistentes dado que las secuencias del 

sitio de escisión de proANP y proBNP son similares, pero difieren de 

proCNP. 
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2.4.2. Furina 

Furina es una serina endoproteasa transmembrana tipo I que pertenece a la 

familia de las proproteínas convertasas. Es codificada por el gen FURINA 

localizado en el cromosoma 15 (15q25-q26) (149, 150). Codifica una 

preproenzima de 794 aminoácidos que contiene: un péptido señal que 

permite el acceso a la vía secretora; un prodominio que es eliminado 

autocatalíticamente por escisión en el sitio Arg-Ala-Lys-Arg y conduce a la 

activación de la enzima; un dominio catalítico cuya estructura está 

estrechamente relacionada con enzimas similares a subtilisina; un dominio 

homo B o P que es esencial para la actividad catalítica; una región  rica en 

cisteína; un dominio hidrofóbico transmembrana que ancla la enzima a las 

membranas cerca del extremo C-terminal; y un dominio citoplasmático, 

implicada en la translocación de la proteasa de un orgánulo a otro (151) 

(Figura 12). 

 
Figura 12. Estructura multidominio de furina humana. Las letras D, H y S en el dominio 

catalítico indican la posición de los tres residuos activos aspartato, histidina y serina, 

respectivamente. (Modificada de Thomas 2002 (152)). 

 

Esta preproenzima necesita ser activada, para ello, tras la eliminación de la 

secuencia señal, el propéptido actúa como una chaperona intramolecular 

facilitando el plegado del dominio catalítico en la conformación activa. Es 
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escindido autocatalíticamente en Arg107 en el retículo endoplasmático (RE) 

pero permanece unido covalentemente a furina porque actúa como 

autoinhibidor trans durante el transporte a la vía secretora. Más adelante, 

en la zona trans Golgi, el propéptido sufre una segunda escisión en el sitio 

interno Arg75, y los fragmentos se disocian, provocando la activación de 

furina (153). 

Furina está ubicuamente distribuida (154). Se localiza principalmente en la 

red trans Golgi aunque una parte de las moléculas de furina pueden 

translocarse entre este compartimento y la superficie celular (155, 156). 

Esta localización es dependiente de la secuencia primaria de aminoácidos 

del dominio citoplasmático y su estado de fosforilación (157). 

Esta endoproteasa es capaz de escindir precursores de una amplia variedad 

de proteínas incluyendo factores de crecimiento, receptores, proteínas 

plasmáticas, metaloproteasas de la matriz, glicoproteínas de la envoltura 

viral y exotoxinas bacterianas (92). Preferentemente reconoce un sitio de 

escisión con secuencia Arg-Xaa-(Lis/Arg)-Arg (158). 

Furina es responsable de convertir los precursores proBNP y proCNP en sus 

formas activas BNP y CNP (91, 98). Ambos precursores contienen la 

secuencia consenso de reconocimiento por furina en el sitio de escisión 

proteolítica (91, 159). 
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2.4.3. NEP 

NEP (también conocida como neprilisina) es una metalopeptidasa integral 

de membrana tipo II, concretamente una endopeptidasa dependiente de 

zinc unida a membrana que hidroliza péptidos en la secuencia amino de 

residuos hidrofóbicos (160, 161). 

El gen que codifica NEP (MME) se localiza en el cromosoma 3 (3q25) y 

contiene 24 exones y 23 intrones (162). Codifica una proteína de 749 

aminoácidos formada por un corto dominio N-terminal citoplasmático, una 

única hélice transmembrana y un gran dominio extracelular C-terminal que 

contiene el sitio activo (163) (Figura 13). 

 

Figura 13. Representación esquemática de la estructura primaria de la endopeptidasa neutra 

(NEP). N, sitios de N-glicosilación. (Modificada de Saido & Nakahara 2000 (164)). 

 

Esta endopeptidasa está ampliamente expresada en tejidos de mamíferos 

como riñón, pulmón, células endoteliales, células vasculares del músculo 

liso, miocitos, fibroblastos, neutrófilos, adipocitos, testículos y cerebro, 
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encontrándose las concentraciones más elevadas en el túbulo renal 

proximal, sin embargo, su expresión no es ubicua (165, 166). 

NEP es una enzima con gran cantidad de sustratos, es importante en el 

procesado y catabolismo de péptidos vasoactivos y péptidos implicados en 

diuresis y natriuresis como los PN, angiotensina I, bradiquinina y 

endotelina-1 (167-169). Además, tiene muchos otros sustratos incluyendo 

péptidos opioides, péptidos implicados en la regulación de la inflamación, 

β-proteína amiloide y gastrina (166). 

NEP inactiva los tres PN humanos; tiene una afinidad mayor por CNP que 

para ANP, y la afinidad por BNP es muy inferior a la de los otros dos 

péptidos (170). 

 

2.5. EFECTOS FISIOLÓGICOS DE LOS PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS 

Los PN y sus receptores median una amplia gama de efectos fisiológicos, 

desde el control de la presión arterial hasta la osificación endocondral. Esta 

variedad de respuestas se logra a partir de las acciones individuales de los 

PN interactuando con receptores específicos guanilil ciclasa. 

La unión de ANP a NPR1 es una vía de señalización clave que regula la 

presión arterial normal homeostática. La disminución de la presión arterial 

dependiente de NPR1 se logra a través de la natriuresis y diuresis, 

vasodilatación, aumento de la permeabilidad del endotelio y antagonismo 

del sistema renina-angiotensina (76) (Figura 14). Los PN disminuyen la 

resistencia vascular periférica y bajan la presión sanguínea, en parte por la 

reducción de la precarga causada por la extravasación de fluido al 
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compartimento extravascular, aumento de la capacidad venosa y 

natriuresis, lo que a su vez reduce el volumen extravascular (como 

resultado del efecto directo de los péptidos sobre el riñón y la supresión del 

sistema renina-angiotensina-aldosterona) (171-173). 

 

Figura 14. Principales efectos fisiológicos de los péptidos natriuréticos en respuesta a un 

cambio agudo en el volumen sanguíneo. GFR, índice de filtración glomerular; PN, péptidos 

natriuréticos; ↑, incremento; ↓, disminución. (Modificada de Moro & Lafontan 2013 (174)). 

 

El aumento en el flujo renal sanguíneo se debe a dos mecanismos, primero 

estimula la dilatación de las arteriolas renales aferentes y la constricción de 

las arteriolas eferentes; lo cual lleva a un aumento de la presión dentro de 

los capilares glomerulares, este aumento en la presión va a provocar un 

aumento en la filtración glomerular. El segundo mecanismo de acción es 

debido a que los péptidos aumentan la concentración de GMPc en las 
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células mesengiales, lo cual las relaja y aumenta el área de superficie 

efectiva para la filtración (172). 

La natriuresis responde a diversos mecanismos regulados por los PN: 1) 

aumento de sodio en el túbulo colector de la médula renal a través de un 

descenso de la hipertonicidad medular interna; 2) efecto inhibitorio de la 

captación de Na+; y 3) estimulación de la secreción de Na+ y Cl- en el túbulo 

colector medular (175-177). El ANP y BNP también inhiben la inducción del 

transporte de sodio y agua en el túbulo flexuoso proximal por angiotensina 

II, el transporte de agua por el antagonismo de vasopresina en el túbulo 

colector, y las acciones de aldosterona en el túbulo distal (178, 179). 

Finalmente, inducen el aumento del aporte de sodio a la mácula densa 

inhibiendo la secreción de renina y angiotensina II. 

Además, los PN limitan potencialmente la proliferación miocárdica o la 

hipertrofia, regulando localmente el remodelado cardiaco (Figura 14). 

Mientras la activación de NPR1 por ANP/BNP inhibe la hipertrofia cardiaca, 

principalmente a través de mecanismos que dependen de GMPc (180, 181), 

el remodelado está regulado tanto por ANP/BNP/NPR1 como CNP/NPR2 

(182, 183), que inhibiendo el crecimiento de fibroblastos cardiacos, 

retardan la deposición de colágeno y el remodelado proliferativo del 

corazón (175). 

Todos los PN y sus receptores han sido encontrados en el cerebro, donde 

CNP y NPR2 son particularmente abundantes. Las acciones que realizan 

refuerzan sus acciones periféricas: inhiben el consumo de agua (184) y 

suprimen el apetito de sal (185) que complementan los efectos diuréticos 

renales, disminuyen la liberación de arginina-vasopresina por el hipotálamo 
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(186) y reducen la actividad simpática en el tronco cerebral (187, 188) 

(Figura 14). 

La función más conocida de CNP/NPR2 es la estimulación del crecimiento 

de los huesos largos (189-191), regula muchos tipos de células óseas pero 

su principal objetivo son los condrocitos. Las mutaciones de NPR2 podrían 

tener un efecto significativo en la estatura de la población general (192). 

Los tres receptores también se expresan abundantemente en pulmón, así 

ANP estimula la dilatación de las vías respiratorias pulmonares y los vasos 

sanguíneos (72), y CNP también reduce la hipertensión pulmonar (193) y la 

fibrosis (194). 

En los últimos años se está evidenciando el papel de los PN en el 

metabolismo, siendo reconocidos como los principales reguladores de la 

homeostasis metabólica, y observándose efectos en órganos metabólicos 

como el músculo esquelético, la grasa parda y el páncreas (195, 196). 
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3. EL APARATO DEL GOLGI 

3.1. ESTRUCTURA Y FUNCIÓN 

El aparato de Golgi (AG) fue descubierto en 1898 por Camilo Golgi, 

estudiando el sistema nervioso con una nueva técnica de tinción 

desarrollada por el mismo, la tinción de plata (197). 

Se trata de un orgánulo presente en todas las células eucariotas. Pertenece 

al sistema de endomembranas, como el RE, y constituye un centro de 

compactación, modificación y distribución, siendo el orgánulo responsable 

de la mayor parte de las modificaciones que sufren los lípidos y las 

proteínas una vez finalizada su síntesis en el RE (198). Está formado por 

dictiosomas y estos por cisternas o sáculos aplanados que se encuentran 

apilados unos encima de otros. Esta pila de cisternas tiene tres regiones 

definidas (Figura 15): 

 Región cis Golgi: es la más interna y próxima al RE, del que recibe 

las vesículas con proteínas que han sido sintetizadas en él. 

 Región medial: es una zona de transición. 

 Región trans Golgi: es la más cercana a la membrana plasmática y 

donde se empaquetan las vesículas y se envían a su lugar 

correspondiente. 
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Figura 15. El aparato de Golgi. Compartimentalización funcional. (Modificada de 

http://epidemiologiamolecular.com) 

 

En cada región hay enzimas que modifican las proteínas para ser secretadas 

o las proteínas de membrana de forma diferente, dependiendo de sus 

estructuras y destinos finales. 

Además del transporte y la distribución celular de las moléculas sintetizadas 

en el RE y su modificación (glicosilación, fosforilación, sulfatación, 

proteólisis…), el AG tiene un importante papel en la regeneración de la 

membrana plasmática por fusión de vesículas, formación de lisosomas 

primarios, formación del acrosoma en los espermatozoides, polaridad de la 

célula y control del ciclo celular (199, 200). 
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3.2. SECRECIÓN DE LOS PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS 

Tras la síntesis proteica en el RE, las proteínas correctamente plegadas y 

ensambladas son empaquetadas en vesículas recubiertas de COPII. Las 

cubiertas se desprenden poco después de que las vesículas se hayan 

formado, y las vesículas se fusionan formando una estructura llamada 

agregados túbulo-vesiculares. Estas agrupaciones se desplazan hacia el AG, 

madurando de forma continua. Las proteínas entran por la red cis Golgi y 

salen por la red trans Golgi, ambas redes son importantes en las 

modificaciones y clasificación de las proteínas que determina su destino 

final (201) (Figura 15). 

Una célula capaz de realizar una secreción regulada tiene que separar al 

menos tres tipos de proteínas antes de abandonar la red trans Golgi, las 

destinadas a los lisosomas, las destinadas a las vesículas de secreción 

(secreción regulada) y las descargadas inmediatamente en la superficie 

celular (secreción constitutiva) (201). Las proteínas dirigidas a la membrana 

celular no requieren ninguna señal particular, mientras que las proteínas 

destinadas a las vesículas de secreción necesitan de una señal específica 

(201). Las vesículas se forman a partir de la red trans Golgi y liberan su 

contenido al exterior en cuanto alcanzan la membrana plasmática 

(liberación constitutiva) o esperan cerca de la membrana hasta que la célula 

reciba una señal específica para fusionarse (liberación regulada); por 

ejemplo, estiramiento de la pared auricular causada por el aumento de 

volumen intravascular (80-82). En ese tiempo las vesículas secretoras 

maduran y las proteínas de su interior son concentradas y, muchas veces, 

escindidas a su forma activa justo antes de la secreción (74, 76). 
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El trabajo de de Bold et al sobre natriuresis y diuresis en rata (73) sugirió 

por primera vez la actividad endocrina de la aurícula cardiaca. Junto con 

posteriores estudios proporcionó la base para considerar el corazón como 

un órgano endocrino (202, 203). Específicamente, la secreción de los PN 

parece depender de la ubicación cardíaca. ANP y BNP son almacenados en 

las aurículas en gránulos de secreción, mientras que la producción de BNP 

en el ventrículo está regulado transcripcionalmente en respuesta a estados 

de estrés cardiaco tales como la sobrecarga de volumen (76). También, ANP 

en las células ventriculares es secretado rápidamente una vez sintetizado. 

Se cree que los PN son liberados por una vía secretora constitutiva en el 

ventrículo, mientras que en la aurícula se almacenan y se liberan por una 

vía regulada (79). 

En este sentido, desde su primera visualización en 1898, el AG ha sido un 

tema de intensa investigación morfológica. Particularmente, varios estudios 

en modelos animales han demostrado que su tamaño y complejidad se 

incrementan en los cardiomiocitos durante la IC (204-206). Además, los 

gránulos de secreción que contienen PN sufren alteraciones en este 

síndrome; mientras que disminuyen en aurículas (mostrando una 

disociación entre la síntesis y liberación), se han encontrado en ventrículo, 

lo que demuestra la posibilidad de la liberación a través de las dos vías a la 

vez: constitutiva y regulada (205-207). 

Todos estos estudios sugieren que podrían existir alteraciones en el AG 

como se ha observado en diversas patologías tales como enfermedades 

neurológicas y musculares, desórdenes del sistema conectivo, hepático y 

multi-sistema, displasias esqueléticas y retrasos (208). Sin embargo, no hay 



INTRODUCCIÓN 

47 
 

estudios en humanos que investiguen las alteraciones del AG en la IC. 

Dados los interesantes hallazgos en los estudios en modelos animales de IC, 

es necesario profundizar en el conocimiento de la secreción de los PN en la 

IC humana, tanto en las diferentes vías de liberación entre aurícula y 

ventrículo, como en las posibles alteraciones en sus componentes, 

morfológicas, o de otro tipo, que puedan ser causa o consecuencia de este 

síndrome. 
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El papel de los péptidos natriuréticos en la insuficiencia cardiaca está bien 

establecido (209-211), utilizando sus concentraciones en plasma para 

ayudar en el diagnóstico, pronóstico y también para determinar la gravedad 

de este síndrome, específicamente ANP y BNP (3, 211-214). Sin embargo, 

mucho menos se conoce sobre la función de CNP y su utilización en la 

clínica. 

Nuestro grupo ha estudiado ampliamente los péptidos natriuréticos en 

plasma, orina y tejido cardiaco, y su valor en el seguimiento de pacientes 

con hipertensión e insuficiencia cardiaca (215-219). A pesar de estos 

resultados y resultados previos de otros autores, la comprensión de su 

compleja naturaleza aún está lejos de ser completa y exhaustiva, siendo 

esta información de vital importancia como posible objetivo para nuevos 

tratamientos que disminuyan la morbilidad y mortalidad de este síndrome. 

Prueba de ello, es el fármaco combinado aprobado recientemente por la 

FDA, que actúa sobre la inhibición de la angiotensina II y la neprilisina (220). 

Además, estudios previos en modelos animales han sugerido que la 

secreción de los péptidos natriuréticos durante la insuficiencia cardiaca está 

alterada y, a su vez, el aparato de Golgi presenta cambios morfológicos en 

este síndrome (204-207). 

Por lo tanto, nuestra hipótesis de trabajo se basa en que podría existir una 

alteración en la producción tisular de los péptidos natriuréticos y las 

moléculas relacionadas implicadas en su biología, así como en la secreción 

de estos péptidos a través de las vesículas del aparato de Golgi en la 

insuficiencia cardiaca humana. 
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Analizando un grupo de pacientes sometidos a trasplante cardiaco, 

diagnosticados de miocardiopatía dilatada e isquémica y sujetos control, se 

pretende confirmar la hipótesis de esta tesis doctoral mediante los 

siguientes objetivos: 

1. Evaluar los niveles de ARNm de los péptidos natriuréticos (ANP, BNP y 

CNP) y de las moléculas relacionadas implicadas en su biología 

(receptores NPR1, NPR2 y NPR3; y enzimas de escisión CORINA, 

FURINA y MME) mediante secuenciación masiva de ARN en tejido 

ventricular izquierdo. 

2. Analizar los niveles proteicos de los péptidos natriuréticos y de las 

enzimas que los escinden, mediante Western blot, en el ventrículo 

izquierdo de estos pacientes. 

3. Evaluar los niveles de ARNm de los componentes del aparato de Golgi 

implicados en la secreción vesicular mediante secuenciación masiva de 

ARN en tejido ventricular izquierdo. 

4. Aislar y analizar morfológicamente las vesículas del aparato de Golgi de 

tejido cardiaco humano y determinar los niveles de péptidos 

natriuréticos en las vesículas aisladas. 

5. Estudiar la relación de los niveles de expresión de estas moléculas y los 

parámetros de la morfología vesicular con la función ventricular 

izquierda. 
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1. GRUPOS CLÍNICOS 

Las muestras de tejido de ventrículo izquierdo se obtuvieron de 63 

pacientes caucásicos diagnosticados de IC siguiendo los criterios de la 

European Society of Cardiology y la American Heart Association (1-3), que 

habían sido sometidos a trasplante cardiaco en el Hospital Universitario y 

Politécnico La Fe de Valencia. El 52% de los pacientes presentaban MCD no 

isquémica (n=33) y el 48% MCI (n=30), además contábamos con 10 

muestras control (CNT) de donantes no enfermos.  

Todos los donantes CNT tenían función ventricular izquierda normal (FE 

>50%) determinada por ecocardiografía y carecían de antecedentes de 

enfermedad cardiovascular o infección activa en el momento del trasplante. 

Los corazones CNT fueron considerados no aptos para trasplante cardiaco, 

bien por el tipo de sangre o por incompatibilidad de tamaño. La causa de la 

muerte fue accidente cerebrovascular (68%) o accidente de tráfico (32%). 

Los pacientes fueron sometidos a un estudio pre-trasplante en el servicio 

de Cardiología del Hospital que incluyó análisis bioquímico y hematológico, 

radiografía de tórax, ECG, estudio eco-Doppler, estudio hemodinámico y 

coronariografía. Además, el hospital disponía de la historia clínica de cada 

paciente con antecedentes personales (hipertensión, DM, dislipemia, 

eventos cardiacos previos, fecha diagnóstico IC…). 

El diagnóstico fue multifactorial, se estableció la etiología en base a un 

consenso establecido por la OMS junto con la World Health Federation 

(WHF) para la definición de las miocardiopatías (17). Se consideró que la 

etiología era isquémica si existían episodios previos documentados de 
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infarto agudo de miocardio, la ecocardiografía mostraba segmentos de 

contractibilidad normales coexistiendo con otros disquinéticos o 

aquinéticos y el ECG mostraba signos de isquemia o necrosis miocárdiaca. 

En cambio, se diagnosticó MCD no isquémica cuando los pacientes tenían 

disfunción sistólica del ventrículo izquierdo (FE <40%) con el ventrículo 

izquierdo dilatado (diámetro tele-diastólico del ventrículo izquierdo (DTDVI) 

>55 mm) en la ecocardiografía, sin antecedentes de angina de pecho típica 

o infarto de miocardio, y cuando el ECG no mostró signos de necrosis 

miocárdica y las coronarias eran normales en la coronariografía. Además 

ninguno de los pacientes tenía enfermedad valvular primaria existente o 

historia familiar de MCD. 

Todos los pacientes habían sido sometidos a pruebas de esfuerzo y estaban 

clasificados funcionalmente de acuerdo con los criterios de la New York 

Heart Association (NYHA) (221), en las siguientes clases funcionales: 

 Clase funcional III (NYHA III): los pacientes tienen enfermedad 

cardiaca que causa una marcada limitación de la actividad física. Se 

sienten confortables en reposo. La actividad física leve provoca 

fatiga, palpitaciones, disnea o angina de pecho. 

 Clase funcional IV (NYHA IV): los pacientes presentan enfermedad 

cardiaca que causa incapacidad para realizar cualquier actividad 

física sin molestias. Los síntomas de la IC o síndrome anginoso 

pueden estar presentes incluso en reposo. Si se realiza cualquier 

actividad física el malestar se incrementa. 
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Los pacientes se encontraban bajo tratamiento farmacológico siguiendo las 

guías de la European Society of Cardiology (1, 3) (Tabla 2). 

Tabla 2. Tratamiento farmacológico de los pacientes. 

 MCD (n=33) MCI (n=30) 

IECA (%) 83 80 

ARAII (%) 10 15 

β-bloqueantes (%) 63 30* 

Antagonistas aldosterona (%) 88 70 

Digoxina (%) 67 45 

Antidiabéticos (%) 17 50* 

Diuréticos (%) 92 75 

Estatinas (%) 25 80** 

Antitrombóticos (%) 63 85 

Antiarrítmicos (%) 21 15 

MCD, miocardiopatía dilatada; MCI, miocardiopatía isquémica; IECA, 

inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina; ARAII, antagonista de 

los receptores de angiotensina II. *p<0,01; **p<0,001. 

 

De las 73 muestras de tejido cardiaco, 32 se utilizaron en el ensayo de 

secuenciación de ARN (RNA-seq) (MCD, n=12; MCI, n=12; CNT, n=8). En el 

proceso de validación mediante PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR), 

se utilizaron 50 muestras de ventrículo izquierdo para mejorar la potencia 

estadística con un mayor número de pacientes y sujetos CNT (MCD, n=20; 

MCI, n=20; CNT, n=10). Del mismo modo en el estudio de cuantificación de 

proteínas se incrementó el número de muestras cardiacas, utilizando un 

total de 73 (MCD, n=33; MCI, n=30; CNT, n=10). Por otro lado, 15 muestras 

se utilizaron en el aislamiento de las vesículas de Golgi (MCD, n=7; CNT, 
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n=8). Las características clínicas de todos los pacientes según la etiología de 

la IC se muestran en la Tabla 3.  

Tabla 3. Características clínicas de los pacientes según la etiología de la insuficiencia cardiaca. 

 MCD (n=33) MCI (n=30) 

Edad (años) 49 ± 13 54 ± 7* 

Sexo masculino (%) 77 100 

Clase NYHA 3,3 ± 0,5 3,5 ± 0,4 

IMC (kg/m2) 25 ± 6 28 ± 4 

Hemoglobina (mg/ml) 13 ± 2 14 ± 2 

Hematocrito (%) 40 ± 6 41 ± 5 

Colesterol total (mg/dl) 143 ± 41 186 ± 51*** 

Hipertensión previa (%) 27 46 

Diabetes mellitus previa (%) 16 54** 

Fumadores (%) 67 86 

FE (%) 21 ± 8 24 ± 6 

FA (%) 11 ± 4 14 ± 4 

DTSVI (mm) 65 ± 11 55 ± 8*** 

DTDVI (mm) 74 ± 11 63 ± 8*** 

Duración enfermedad (meses) 72 ± 57 44 ± 42 

MCD, miocardiopatía dilatada, MCI, miocardiopatía isquémica, NYHA, New York Heart 

Association; IMC, índice de masa corporal; FE, fracción de eyección; FA, fracción de 

acortamiento; DTSVI, diámetro tele-sistólico del ventrículo izquierdo; DTDVI, diámetro tele-

diastólico del ventrículo izquierdo. La duración de la enfermedad, se considera desde el 

diagnóstico hasta el trasplante de corazón. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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2. MUESTRAS BIOLÓGICAS 

2.1. OBTENCIÓN 

Las muestras se obtuvieron de corazones explantados procedentes de 

pacientes sometidos a trasplante cardiaco y CNT sanos. El corazón extraído 

se introdujo inmediatamente en un recipiente estéril con 0,9% de NaCl a 

4°C durante un tiempo medio de 4,4 ± 3 horas tras la pérdida de circulación 

coronaria hasta su almacenamiento a -80°C. Las muestras se tomaron del 

ápex del ventrículo izquierdo. Mediante tijeras quirúrgicas se cortó un 

fragmento de aproximadamente 5 cm2 (Figura 16) que se introdujo en un 

tubo con 0,9% de NaCl a 4°C para su transporte. Todas las muestras se 

obtuvieron con consentimiento informado de los pacientes. El estudio fue 

aprobado por el Comité Ético del Hospital Universitario y Politécnico La Fe 

de Valencia y fue realizado en concordancia con las directrices de la 

Declaración de Helsinki (222). 

 
Figura 16. Imágenes de corazones inmediatamente después de la extracción. A, corazón con 

miocardiopatía dilatada. B, corazón con miocardiopatía isquémica (la flecha muestra un 

infarto agudo de miocardio apical anterior). Abundante grasa pericárdica en ambos. C, 

fragmento obtenido del ápex del ventrículo izquierdo de dimensiones aproximadas de 2 x 

2,5 x 1 cm. 
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2.2. PROCESADO Y ALMACENAJE 

Una vez en el laboratorio se procedió a la eliminación del epicardio y el 

endocardio, así como de los músculos papilares. Conservamos la capa de 

miocardio que se dividió en fragmentos más pequeños para su almacenaje. 

Todo el procesado de la muestra se realizó en suero fisiológico a 4°C. Se 

obtuvieron fragmentos de aproximadamente 0,5 cm2 que se introdujeron 

en criotubos y fueron almacenados a -80°C hasta su posterior análisis. 
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3. ANÁLISIS MOLECULAR DE LAS MUESTRAS 

3.1. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNA TOTAL 

Se cortó una fracción de aproximadamente 25 mg de las muestras de 

ventrículo izquierdo previamente almacenadas a -80°C. Todas las fracciones 

se homogenizaron mediante tubos Lysing Matrix D (MP Biomedicals) 

diseñados para su uso en el sistema FastPrep-24 (MP Biomedicals), en un 

tampón de extracción de proteína total (2% SDS, 10 mM EDTA, 6 mM Tris-

HCl, pH 7,4) con inhibidores de proteasas (25 μl/ml apronitina y 10 μl/ml 

leupeptina). Se utilizó el programa CY 24x2, realizándose 6 ciclos de 60 

segundos a 6,5 m/s. Todo el proceso de extracción se llevó a cabo a 4°C. 

Tras la homogenización, se transfirieron los homogenados a tubos estériles 

de 1,5 ml y se centrifugaron a 13.000 rpm a 4°C durante 5 minutos 

(Eppendorf modelo 5415 R). Finalmente, el sobrenadante se traspasó a 

tubos estériles de 1,5 ml para la determinación de la cantidad de proteína. 

 

3.2. DETERMINACIÓN DE LA CANTIDAD DE PROTEÍNAS TOTALES 

La valoración cuantitativa de proteínas de cada alícuota se determinó por el 

método espectrofotométrico de Lowry, modificado de Peterson (1977) 

(Total Protein Kit, Micro Lowry, Sigma Diagnostics). El método de Lowry se 

basa en que la intensidad de color de la disolución es proporcional a la 

concentración de proteínas según la Ley de Lambert-Beer que se resume en 

la ecuación: 
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Donde   es la absorbancia,   es el coeficiente de absortividad molar 

dependiente de la longitud de onda (l·mol-1·cm-1),   es la longitud del camino 

óptico (cm), y     es la concentración de la sustancia (mol/l). 

Este método se basa en dos reacciones químicas complementarias (Figura 

17): (a) reacción de las proteínas con sulfato cúprico en medio alcalino 

formando complejos de coordinación entre el cobre y el nitrógeno 

peptídico, y (b) reducción del ácido fosfomolibdotungstico, principal 

componente del reactivo Folin & Ciocalteau de color amarillo, por los 

grupos fenol presentes en las proteínas resultando un color azul intenso. 

 
Figura 17. Reacciones químicas en las que se basa el método de Lowry. (Extraída de 

http://yunelijo-k.blogspot.com.es). 
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La absorbancia se midió a una longitud de onda de 620 nm, utilizando una 

longitud de onda de referencia de 450 nm. La concentración de proteínas se 

calculó por la interpolación de la absorbancia en una curva de calibración, 

utilizando como estándar distintas concentraciones de albúmina de suero 

bovino (BSA) (223). Después de la determinación proteica se hicieron 

alícuotas de 60 µl de cada homogenado en tubos estériles de 0,5 ml. 

 

3.3. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS ESPECÍFICAS 

3.3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida 

En primer lugar, las muestras se descongelaron a 4°C y se prepararon para 

la electroforesis en un volumen final de 25 µl o 15 µl (para geles de 20 o 26 

pocillos, respectivamente) cada una de acuerdo con la siguiente tabla: 

Tabla 4. Preparación de las muestras de acuerdo con el tipo de gel de electroforesis. 

 
NuPAGE® Novex 

Bis-Tris Gel, 4–12% 
polyacrylamide 

NuPAGE® Novex 
Bis-Tris Gel, 10% 
polyacrylamide 

Muestra * * 

NuPAGE® LDS Sample 
Buffer (4X) 

6,25 µl/ 3,75 µl 6,25 µl 

NuPAGE® Sample 
Reducing Agent (10X) 

- 2,5 µl 

Agua bidestilada ** ** 

* Volumen de muestra necesario para tener una concentración de proteína de 45 µg/25 

o 15 µl. ** Volumen de agua bidestilada necesario para completar el volumen final de 25 

o 15 µl. 
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 NuPAGE® Novex Bis-Tris Gel 

Una vez preparadas las muestras se calentaron en un bloque 

termostático (Thermolyne Analog High Temp Modular Dri Bath Blocks, 

Barnstead International) a 70°C durante 10 minutos. Los geles se 

introdujeron en una cubeta de electroforesis (XCell 4 SureLock™ Midi-

Cell Runner, Invitrogen) que contenía tampón de electroforesis MES 1X 

(20X NuPAGE® MES SDS Running Buffer, Invitrogen), y a continuación 

se cargaron los 25 o 15 µl de cada muestra en los pocillos 

correspondientes del gel, junto con un marcador de peso molecular 

conocido (Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard, Invitrogen. 

Rango 3,5-260 kDa), en el primer pocillo. 

Las proteínas de las diferentes muestras se separaron en un rango de 

3,5-260 kDa mediante geles NuPAGE® Novex Bis-Tris, geles verticales 

(13 x 8,3 cm) de poliacrilamida en gradiente (4-12% o 10%) con 20 o 26 

pocillos. La separación se realizó según el procedimiento desarrollado 

por Laemmli en 1970 (224). Se utilizaron condiciones de voltaje 

constantes de 200 V y 200 mA durante 90 minutos a temperatura 

ambiente. 

 NuPAGE® Novex Bis-Tris Gel Reductor 

La electroforesis SDS-PAGE separa las proteínas en función de su carga 

y tamaño, gracias al detergente aniónico SDS. Este detergente 

desnaturaliza las proteínas eliminando su estructura secundaria y 

terciaria y aporta una carga negativa proporcional a su masa, pero sin 

alterar los enlaces disulfuro. Cuando se añade un agente reductor 
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como el ditiotreitol (DTT) o el 2-mercaptoetanol se consigue reducir los 

enlaces disulfuro, esto se conoce como SDS-PAGE reductora. 

Para reducir nuestras muestras añadimos, en su preparación, un 

décimo del volumen final de agente reductor (NuPAGE® Sample 

Reducing Agent (10X), Invitrogen). La cubeta de electroforesis contenía 

tampón de electroforesis MES 1X (20X NuPAGE® MES SDS Running 

Buffer, Invitrogen) en la cámara exterior y MES 1X con agente 

antioxidante (1/400; NuPAGE® Antioxidant, Invitrogen) en las cámaras 

interiores. El tratamiento de las muestras y las condiciones de 

separación fueron las anteriormente explicadas (NuPAGE® Novex Bis-

Tris Gel). 

Una vez realizadas las electroforesis, los geles se tiñeron con Coomassie y 

se secaron o se sometieron a inmunotransferencia. 

3.3.2. Transferencia en seco 

Las proteínas separadas en los geles de poliacrilamida se transfirieron a un 

soporte sólido, concretamente a una membrana de PVDF, utilizando el 

sistema en seco iBlot™ Dry Blotting System (Invitrogen). Este sistema se 

basa en la transferencia de las proteínas desde el gel hacia la membrana 

mediante un campo eléctrico (electrotransferencia). Para ello, se construye 

un sándwich con los componentes del sistema como muestra la Figura 18. 
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Figura 18. Esquema de la transferencia mediante el sistema en seco iBlot™ Dry 

Blotting System. (Extraída de Invitrogen). 

 

En primer lugar se colocó el iBlot® Anode Stack sobre la superficie de la 

unidad iBlot® Gel Transfer Device. La capa de cobre quedó en la parte 

inferior y en su cara externa se encontraba la membrana de PVDF (0,2 µm). 

A continuación se colocó el gel extraído de la electroforesis sobre la 

membrana de PVDF, y sobre él un papel de filtro empapado (iBlot® Filter 

Paper). Se utilizó el Blotting Roller para eliminar cualquier burbuja entre el 

gel y la membrana que pudiera interferir en la transferencia. Después se 

colocó el iBlot® Cathode Stack sobre el papel de filtro, quedando la 

superficie de cobre en la cara externa. Se volvieron a eliminar las posibles 

burbujas con el Blotting Roller. Por último se colocó una esponja de 

melamina blanca (iBlot® Disposable Sponge), con un fragmento metálico en 

el extremo superior derecho, en contacto con la tapa de la unidad iBlot® 

Gel Transfer Device. Esta esponja absorbe el exceso de líquido generado 

durante la transferencia y ejerce una presión uniforme sobre la superficie 
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del sándwich. Al finalizar la construcción se cierra la tapa de la unidad iBlot® 

Gel Transfer Device y se elige el programa de transferencia de 20 V con una 

duración de 10 minutos. 

Los iBlot® Gel Transfer Stacks actúan como depósitos de iones que 

contienen los tampones (ánodo y cátodo) en una matriz gelificada, además 

contienen los electrodos de cobre (ánodo y cátodo) que se requieren en la 

transferencia (Figura 18). Este procedimiento minimiza la manipulación y da 

lugar a un método más preciso. El diseño de la unidad iBlot® Gel Transfer 

Device reduce la distancia entre los electrodos y el voltaje necesario. Este 

sistema combinado con la tecnología de la matriz gelificada de los iBlot® Gel 

Transfer Stacks le permite generar una alta energía y corriente que 

aumentan la velocidad y reducen el tiempo de transferencia de las 

proteínas. 

Terminada la transferencia los geles se tiñeron con Coomassie para 

comprobar la eficacia de la misma. Y la membrana de PVDF se incubó 

inmediatamente, para bloquear los sitios de unión inespecíficos, con 

tampón TBS con 0,05% de Tween (TBS-T) y 1% de BSA (Tipo V, Sigma), 

durante toda la noche a 4°C. 

3.3.3. Inmunodetección 

El protocolo utilizado para detectar las proteínas transferidas se basó en el 

descrito por Tobwin et al en 1979 (225). En primer lugar se sustituyó la 

solución de bloqueo en la que se encontraban las membranas por TBS-T 

con el anticuerpo primario incluido (Tabla 5) y se incubaron durante 2 horas 

a temperatura ambiente en agitación. 
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Tabla 5. Descripción de los anticuerpos primarios utilizados en la inmunodetección (Western 

blot). 

Proteína Anticuerpo Dilución 
Casa 

comercial 

Corina Anti-corin monoclonal de ratón 1/100 Abcam 

Furina Anti-furin policlonal de conejo 1/1.000 Abcam 

GAPDH Anti-GAPDH monoclonal de ratón 1/10.000 
Santa 
Cruz 

proANP y 
ANP 

Anti-proANP y ANP monoclonal de 
ratón 

1/5.000 
RayBiotec

h 

proBNP y 
BNP 

Anti-proBNP y BNP monoclonal de 
ratón 

1/1.000 HyTest Ltd 

CNP Anti-CNP monoclonal de ratón 1/100 
Santa 
Cruz 

 

Después se lavaron las membranas 3 veces con TBS-T durante 5 minutos en 

agitación, y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente 

conjugado con fosfatasa alcalina, 1 hora a temperatura ambiente en 

agitación. Se utilizaron anticuerpos anti-ratón y anti-conejo conjugados con 

fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich), a una dilución 1/10.000 en TBS-T con 1% 

de Nonidet-P40 (Nonidet™ P 40 Substitute, Sigma-Aldrich). A continuación, 

se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS-T y 3 lavados de 5 minutos 

con TBS, en agitación. 

Para el revelado del antígeno se incubó la membrana con solución de 

revelado BCIP/NBT (SigmaFast™BCIP®/NBT Tablet, Sigma-Aldrich) 

preparada en el momento de uso (1 tableta + 10 ml de agua bidestilada). 
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El cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT) es un compuesto formado por la 

unión de dos grupos tetrazol con un alto poder oxidante. Se utiliza 

comúnmente en inmunología para la detección de la actividad fosfatasa 

alcalina, que se usa como marcador conjugado a un anticuerpo. El 5-bromo-

4-cloro-3’-indolfosfato (BCIP) es un sustrato cromogénico artificial utilizado 

para la detección colorimétrica sensible a la actividad fosfatasa alcalina, 

esta enzima hidroliza BCIP a 5-bromo-4-cloro-3-indolil y fosfato inorgánico 

(226). El bromo-cloro-indol, separado del grupo fosfato, sufre 

tautomerización y luego es oxidado por el NBT dando lugar a un compuesto 

insoluble de color violeta intenso (5,5’-dibromo-4,4’-dicloro indigo White) 

(Figura 19). 

 

Figura 19. Reacción NBT/BCIP (Extraída de http://www.lookfordiagnosis.com). 

 

La reacción se llevó a cabo en total oscuridad durante un máximo de 1 hora. 

Una vez se visualizaron las bandas se paró la reacción colorimétrica con 

agua bidestilada. Por último, se realizaron 3 lavados de 10 minutos con 

agua bidestilada antes de dejar secar la membrana en papel de filtro 

durante al menos 24 horas. 

Una vez seca, la membrana se digitalizó utilizando una estación de análisis 

de imagen para aplicaciones colorimétricas y fluorescencia (DNR Bio-

Imagining Systems), equipado con un software de captura (Gel Capture) y 

de cuantificación de geles y membranas de Western blot (GelQuant Pro 
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v12.2). Los valores obtenidos se normalizaron a GAPDH y finalmente al 

grupo CNT. 

3.3.4. Tinción de geles 

Los geles de poliacrilamida fueron teñidos con el kit de tinción de 

Coomassie (Colloidal Blue Staining Kit, Invitrogen). El gel se agitó sumergido 

en la solución de tinción (20% Stainer A, 5% Stainer B y 20% metanol) 

durante un mínimo de 3 horas y un máximo de 12 horas. A continuación, se 

lavó con agua bidestilada, para eliminar el exceso de tinción, en agitación 

suave durante al menos 7 horas y un máximo de 3 días; o hasta que no se 

apreciaron cambios en la intensidad de las bandas. 

3.3.5. Secado de geles 

Los geles se secaron mediante el sistema Gel Drying Frames (24 x 24 cm, 

Diversified Biotech). En primer lugar, se sumergieron en solución de secado 

(20% etanol y 10% glicerol) durante 30 minutos en agitación suave. Al 

mismo tiempo se empaparon dos hojas de papel celofán en agua 

bidestilada durante unos segundos, no más de 2 minutos, y se colocó una 

de ellas sobre el soporte de plástico evitando la formación de burbujas. 

Después se colocó el gel con unas gotas de solución de secado y, sobre él, el 

otro papel celofán, formando un sándwich y evitando, de nuevo, la 

formación de burbujas. A continuación, se fijó el otro soporte de plástico 

(tipo marco de ventana) y se mantuvo en posición vertical de 12 a 36 horas, 

para eliminar el exceso de humedad. Finalmente, se desmontó la estructura 

y el gel se colocó bajo una superficie pesada durante varios días para 

prensarlo. 
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3.4. AISLAMIENTO DE LAS VESÍCULAS DEL APARATO DE GOLGI 

El aislamiento de las vesículas del AG se realizó modificando el método 

descrito por Graham & Winterbourne (227) y adecuándolo al tejido 

cardiaco humano. Todos los pasos del aislamiento se llevaron a cabo a 4°C. 

En primer lugar, se cortó en pequeñas piezas (1 mm3) un fragmento de 

aproximadamente 100 mg de ventrículo izquierdo previamente almacenado 

a -80°C. El tejido se homogenizó en tampón (0,25 M de sacarosa, 10 mM 

Tris-Cl, pH 7,4) utilizando un homogeneizador de vidrio (Potter-Elvehjem) a 

2.000 rpm, 15 pulsos. Los homogenados se traspasaron a tubos Eppendorf 

de 1,5 ml y se centrifugaron a 1.000 g durante 10 minutos (Eppendorf 

modelo 5415 R) para obtener y reservar el pellet nuclear. Los 

sobrenadantes se centrifugaron a 3.000 g durante 10 minutos para obtener 

y reservar el pellet de la fracción mitocondrial pesada, y se volvió a 

centrifugar de nuevo a 17.000 g durante 20 minutos para obtener el pellet 

de la fracción mitocondrial ligera. A continuación este pellet se resuspendió 

por homogeneización suave en 1,55 M de sacarosa con 10 mM-Tris-Cl, pH 

7,4. Las vesículas de Golgi se aislaron por flotación a través de un gradiente 

de sacarosa discontinuo usando 1,33 M, 1,20 M, 1,10 M, 0,77 M y 0,25 M 

de sacarosa (todas las soluciones contenían 10 mM Tris-Cl, pH 7,4), 

centrifugando a 150.000 g durante 1 hora (Optima™ L-100 K Preparative 

Ultracentrifuge, Beckman Coulter). Las vesículas se recogieron y se 

diluyeron con 2 volúmenes de 10 mM Tris-Cl, pH 7,4, finalmente se 

centrifugaron a 10.000 g durante 20 minutos. El pellet se resuspendió en 

Tris-Cl 10 mM para la determinación proteica o se procedió a su fijación 

para la inclusión en Epon. 
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La concentración proteica de cada una de las muestras se determinó 

mediante el método espectrofotométrico de Lowry descrito en el Apartado 

3.2 de Material y Métodos. 

Se realizó la cuantificación de proteínas específicas en estas vesículas como 

se describe en el Apartado 3.3 de Material y Métodos. Los anticuerpos 

primarios utilizados en este caso son los descritos en la Tabla 6. 

Tabla 6. Descripción de los anticuerpos primarios utilizados en la inmunodetección (Western 

blot). 

Proteína Anticuerpo Dilución 
Casa 

comercial 

ANP Anti-ANP monoclonal de ratón 1/50 Santa Cruz 

BNP Anti-BNP monoclonal de ratón 1/500 HyTest Ltd 

CNP Anti-CNP monoclonal de ratón 1/50 Santa Cruz 

GM130 
Anti-GM130 monoclonal de 
conejo 

1/500 Abcam 

Nucleolina Anti-nucleolin monoclonal de 
ratón 

1/250 Merck 
Millipore 

 

 

3.5. INMUNOCITOQUIMIA 

3.5.1. Inclusión en resinas Epon 812 

Las vesículas aisladas de Golgi se fijaron en tampón cacodilato 0,1 M con 2% 

de glutaraldehído y 1% de parafolmadehído durante 1 hora a 4°C. 

Posteriormente, se lavaron con tampón cacodilato 0,1 M y se incubaron en 

una solución de tetraóxido de osmio (OsO4) al 2% durante 3 horas a 4°C en 

oscuridad. Después los fragmentos se incubaron con una solución de 
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acetato de uranilo al 2% durante 2 horas a temperatura ambiente y en 

oscuridad. A continuación se deshidrataron en una batería de acetonas de 

gradación creciente (25, 50, 75, 90, 95 y 100%) a 4°C. 

La inclusión se llevó a cabo embebiendo los fragmentos en mezclas 

sucesivas de Epon-acetona (proporción 1:3, 1:1 y 3:1, respectivamente) de 

1 hora cada uno a 4°C. Después, tres inclusiones en Epon puro, la primera 

durante 1 hora y las siguientes durante 2 horas a temperatura ambiente. 

Finalmente, una última inclusión en Epon de un mínimo de 48 horas a 60°C. 

3.5.2. Corte y tinción de rejillas de cobre 

Se obtuvieron secciones ultrafinas de aproximadamente 80 nm en un 

ultramicrotomo (Leica EM UC6) y se montaron sobre rejillas de cobre con 

película Formvar®. Al día siguiente, las secciones se tiñeron primero con 1% 

de acetato de uranilo (2% uranilo, etanol 100°) durante un minuto en 

oscuridad y, después de lavarse con agua bidestilada, con 2,7% de citrato 

de plomo (citrato sódico dihidrato 0,2 M; nitrato de plomo 0,08 M; NaOH 1 

M) durante 1 minuto (228, 229). Una vez lavadas y secas, las rejillas se 

conservaron hasta su análisis por microscopia electrónica de transmisión. 

3.5.3. Análisis estereológico mediante microscopía electrónica de 

transmisión 

Para la observación mediante microscopia electrónica de transmisión se 

utilizó un sistema JEOL (modelo JEM-1010) con aumentos en un rango de 

X4.500-25.000. Las micrografías que contenían las vesículas se obtuvieron 

mediante una selección sucesiva de secciones usando un muestreo 

aleatorio uniforme sistemático (230). Se realizó un análisis estereológico de 
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las micrografías para cuantificar la densidad numérica y analizar la 

morfología de las vesículas mediante el programa iTEM FEI (v 5.0, 2008, 

Olympus Soft Imaging+ Solutions GmbH). En primer lugar, se midió el 

perímetro de las vesículas utilizando la aproximación de Ramanujan para el 

perímetro de la elipse. 

 

El cálculo del perímetro de una elipse requiere de integrales elípticas de 

segunda especie. Sin embargo, el matemático indio Ramanujan dio una 

expresión sencilla que se aproxima razonablemente a la longitud de la 

elipse. 

El área se determinó de acuerdo a la expresión: 

 

Finalmente el coeficiente de forma se determinó según la expresión (231): 

 

Basándonos en estudios previos (232, 233), analizamos vesículas que tenían 

una membrana definida y con un contenido electrodenso menor al 50%, 

excluyendo cuerpos multivesiculares y con doble membrana. 

Analizamos, además, la reproducibilidad de las medidas. La variabilidad 

inter-observador se calculó a partir del análisis al azar de 500 vesículas por 

dos observadores, cada uno de ellos cegado a los resultados obtenidos por 
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el otro, para las medidas de número, área y coeficiente de forma de las 

vesículas. La variabilidad intra-observador se calculó en igual número de 

vesículas analizadas por el mismo observador en dos días consecutivos para 

las medidas de número, área y coeficiente de forma de las vesículas. 

 

3.6. EXTRACCIÓN DE ARN 

3.6.1. Extracción de ARN total 

La extracción de ARN se realizó con el kit de extracción RNeasy® Fibrous 

Tissue Mini kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Se cortó una fracción de aproximadamente 30 mg de las muestras de 

ventrículo izquierdo previamente almacenadas a -80°C y se introdujeron en 

tubos Lysing Matrix D que contenían 300 µl de tampón RLT (contiene 

isotiocianato de guanidina para la lisis) y 3 µl de β-mercaptoetanol a 4°C. Se 

utilizó el programa MP 24x2 del sistema FastPrep-24, 8 ciclos de 30 

segundos a 6,5 m/s. Después se centrifugaron 1 minuto a 13.000 rpm 

(centrífuga Eppendorf modelo 5415 R) para bajar la espuma, se añadieron 

590 µl de agua libre de RNasas (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled 

Water, Invitrogen) y 10 µl de proteinasa K y se incubó a 55°C durante 10 

minutos. Tras centrifugar 3 minutos a 10.000 g se transfirió el sobrenadante 

a un nuevo tubo y se añadió la mitad del volumen recuperado de etanol 

96°, mezclando por inversión. Se pasó todo el volumen por tubos mini 

column que contienen una membrana de sílice donde queda adherido el 

ARN. La columna se lavó con 350 µl de tampón RW1 y las trazas de ADN se 

eliminaron con un tratamiento de DNasa disuelto en tampón RDD. Se volvió 

a lavar una vez con 350 µl de tampón RW1 y dos veces con tampón RPE, de 
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esta forma se eliminaron los restos de DNasa y cualquier contaminante que 

pudiera haber. Finalmente el ARN se eluyó con 35 µl de agua libre de 

RNasas y se conservó a -80°C. 

La concentración de ARN se evaluó mediante un espectrofotómetro 

Nanodrop 2000 y la calidad se evaluó mediante una plataforma basada en 

microfluidos (2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies). Todas las muestras 

de ARN alcanzaron un mínimo RNA Integrity Number (RIN) de 7,0, en un 

rango entre 7,0 y 9,4 (Figura 20). 

 

Figura 20. Ejemplo de la calidad de un ARN con un RIN de 9,4. El ejemplo muestra el gel de 

ARN (izquierda) con el marcador (A) y la muestra (B); y su correspondiente electroferograma 

(derecha), donde se aprecian los picos correspondientes a las subunidades 18S y 28S. UF, 

unidades de fluorescencia; nt, nucleótidos. 

 

3.6.2. Tratamiento con DNasa y precipitación de ARN total 

El ARN total se sometió a un segundo tratamiento con DNasas para eliminar 

cualquier traza de ADN persistente. Para ello, se incubó 1 µg de ARN total 

de todas las muestras con DNasa (Deoxyribonuclease I from bovine 

pancreas, Sigma-Aldrich) a temperatura ambiente durante 10 minutos y, 
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posteriormente, se realizaron 3 extracciones consecutivas: dos con fenol-

cloroformo (Phenol:Chloroform 5:1, Sigma-Aldrich) y una final con 

cloroformo isoamílico (Chloroform - isoamyl alcohol mixture, FLUKA, Sigma-

Aldrich). A continuación se precipitó el ARN con etanol 100° y glicógeno 

(Glycogen from Mytilus edulis, Sigma-Aldrich) a -20°C durante toda la 

noche. 

Para la resuspensión se centrifugaron las muestras a 12.000 rpm durante 45 

minutos a 4°C. A continuación se lavó el pellet con etanol 70° y se dejó 

secar 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se resuspendió en 

hielo en 10 µl de agua libre de RNasas durante al menos 1 hora y se 

conservó a -80°C hasta su uso en la RT-qPCR. 

3.6.3. Extracción de ARN poli(A) 

La homogenización del tejido se llevó a cabo con el ensayo comercial Tri® 

Reagent (Sigma-Aldrich). Se cortó una fracción de aproximadamente 25 mg 

de las muestras de ventrículo izquierdo previamente almacenados a -80°C y 

se homogenizó en presencia del tampón TRI, que contiene isotiocianato de 

guanidina y fenol, mediante el homogenizador TissueLyser LT (Qiagen) con 

bolas de carburo de tungsteno de 3 mm. 

Las extracciones de ARN se realizaron con el kit PureLink™ RNA (Ambion, 

Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En 

primer lugar se añadió el mismo volumen de etanol 70°, mezclando por 

inversión, y se pasó todo el volumen por tubos spin Cartridge que 

contienen una membrana de sílice a la cual se adhiere el ARN. La columna 

se lavó con 700 µl de tampón de lavado I y dos veces con 500 µl de tampón 
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de lavado II para eliminar cualquier impureza. Finalmente, el ARN se eluyó 

con 35 µl de agua libre de RNasas y se conservó a -80°C. 

La concentración de ARN se evaluó mediante un espectrofotómetro 

Nanodrop 1000 y la pureza e integridad de las muestras se evaluó mediante 

una plataforma basada en microfluidos (2100 Bioanalyzer, Agilent 

Technologies) con el kit RNA 6000 Nano LabChip®. Todas las muestras 

presentaron una proporción 260/280 mayor de 2,0 y alcanzaron un RIN 

mayor de 9 (Figura 20). 

El ARN Poli(A) se aisló partiendo de 25 µg de ARN mediante el kit 

MicroPoly(A) Purist™ (Ambion by Life Technologies) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. En primer lugar se unió cada muestra de ARN a 

una celulosa de Oligo(dT). Para ello se transfirió la muestra de ARN a un 

tubo que contenía la celulosa de Oligo(dT) y se mezcló por inversión para 

resuspender completamente la resina. A continuación se calentó la mezcla 

durante 5 minutos a 65°C, esto desnaturaliza la estructura secundaria y 

maximiza la hibridación entre las secuencias poli(A) del ARN y las 

secuencias poli(T) de la resina. Se facilitó está unión con la incubación en 

balanceo constante a temperatura ambiente durante 1 hora. 

Posteriormente se precipitó la resina y se lavó para eliminar la muestra no 

unida específicamente y el ARN ribosomal. 

Finalmente, se recuperó el ARN poli(A) con la solución de almacenamiento 

previamente calentada a 70°C. Este ARN se precipitó con acetato de 

amonio 5 M, glicógeno y etanol 100°; se lavó con etanol y se resuspendió 

en solución de almacenamiento. El ARN poli(A) se conservó a -80°C hasta su 

uso en el análisis de secuenciación de ARN. 
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3.7. RETROTRANSCRIPCIÓN A ADNc 

La Taq polimerasa (producida por la bacteria Thermus aquaticus) es un tipo 

de ADN polimerasa termoestable, utilizada en las técnicas de PCR. El ARN 

no es un sustrato adecuado para esta polimerasa, además es menos estable 

que el ADN. Por ello, es necesario retrotranscribir el ARN a moléculas de 

ADN antes de iniciar la amplificación por PCR. La retrotranscripción o 

transcripción reversa es una técnica que permite sintetizar ADN 

complementario (ADNc) a partir de moléculas de ARN usando para ello la 

enzima transcriptasa reversa (Figura 21). El ADNc obtenido es la cadena 

complementaria de la cadena molde de ARN y puede ser amplificado por la 

Taq polimerasa. 

 
Figura 21. Transcripción reversa. (Modificada de 

http://www.aun.edu.eg). 

 

Para llevar a cabo la reacción se incubó un mix de cada muestra (10 µl de 

ARN, 1 µl de random primers, 1 µl de dNTPs Mix 10 mM; Invitrogen) a 65°C 

durante 5 minutos, al que se le añadió 4 µl de tampón FS 5X, 2 µl de DTT 0,1 

M y 1 µl de RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen). 

Se incubó a 37°C durante 2 minutos y se le añadió inmediatamente 1 µl de 
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la transcriptasa reversa (M-MLV Reverse Transcriptase, Invitrogen). Se 

realizaron dos incubaciones, una a 25°C durante 10 minutos y otra a 37°C 

durante 90 minutos. Transcurrido este tiempo el ADNc se almacenó a -20°C 

inmediatamente. 

Paralelamente se realizó el mismo protocolo con las muestras de ARN pero 

sin transcriptasa reversa, con 1 µl de agua libre de RNasas. De esta forma 

teníamos un control negativo que nos revelaría la contaminación por ADN. 

Estas muestras también se congelaron inmediatamente después de las 

incubaciones a -20°C. 

 

3.8. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL 

La RT-qPCR es una variante de la PCR convencional que se utiliza para la 

amplificación y cuantificación absoluta del producto de la amplificación. 

Esta técnica monitoriza la progresión de la amplificación en el momento en 

el que ocurre a través de la fluorescencia. El termociclador alberga sensores 

para medir la fluorescencia que emite un fluoróforo al excitarlo a la 

longitud de onda adecuada, esto permite conocer la cantidad de 

fluorescencia emitida durante la fase exponencial de la reacción, donde un 

aumento significativo del producto de la PCR se correlaciona con la 

cantidad inicial de ADNc en estudio (234). Para obtener estos resultados, 

los valores umbral de ciclo (Ct, cycle threshold) deben ser determinados por 

la identificación del ciclo en el cual la emisión de la intensidad del marcador 

fluorescente se eleva por encima del background en la fase exponencial de 

la reacción de la PCR, es decir, el valor Ct está representado por el ciclo en 

el cual la producción de fluorescencia cruza el umbral establecido (235). 
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Para llevar a cabo la RT-qPCR se preparó un mix para cada muestra con 3 µl 

de ADNc (de una dilución 1/20 previamente preparada), 10 µl de TaqMan® 

Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems®), 1 µl de la sonda 

TaqMan® correspondiente (Tabla 7) y 6 µl de agua libre de RNasas, para un 

volumen final de 20 µl. Utilizamos el termociclador ViiATM 7 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. 

Tabla 7. Sondas utilizadas en la RT-qPCR. 

GEN SONDA 

NPPC Hs00360930_g1 

NPPB Hs00713590_m1 

CORIN Hs00198141_m1 

GAPDH Hs99999905_m1 

PGK1 Hs99999906_m1 

TFRC Hs00951083_m1 

 

Las sondas TaqMan® poseen un fluorocromo en su extremo 3’ y una 

molécula en el 5’ que bloquea su emisión de fluorescencia (quencher). Esta 

sonda hibrida específicamente en la parte central del producto de PCR a 

obtener. De este modo, cuando se efectúa la PCR, la sonda hibrida en el 

amplicón, pero, debido a la cercanía del fluoróforo al quencher, no se emite 

fluorescencia; cuando la polimerasa se encuentra con la sonda la hidroliza 

mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la separación del 

quencher del fluorocromo y, por tanto, la emisión de fluorescencia que está 

relacionada con la cantidad de amplicón producido (236) y que se cuantifica 
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por un software que puede determinar valores Ct mediante un análisis 

matemático de la curva de crecimiento teniendo así una mejor 

reproducibilidad en la RT-qPCR (Figura 22). 

 

Figura 22. RT-qPCR utilizando sondas TaqMan®. (1) Sonda TaqMan® intacta, no hay 

fluorescencia debido a la cercanía del fluoróforo y el quencher. (2) La sonda y la cadena de 

ADNc se hibridan pero la fluorescencia todavía está apagada. (3) Durante la PCR, la Taq 

polimerasa hidroliza la sonda por su actividad exonucleasa 5’-3’, lo que provoca la 

separación del fluorocromo y el quencher, y por tanto la emisión de fluorescencia. 

(Modificada de epidemiologiamolecular.com). 
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3.9. ANÁLISIS DE SECUENCIACIÓN DE ARN 

3.9.1. Técnica de RNA-seq 

El transcriptoma, conjunto completo de las transcripciones de una célula, y 

su cantidad son dinámicos, siendo específico de cada etapa del desarrollo o 

condición fisiológica. El RNA-seq es una herramienta transcriptómica 

fundamentada en la secuenciación masiva de ADNc que utiliza las 

capacidades de la secuenciación de próxima generación (NGS) para mostrar 

una reproducción de la presencia y la cantidad de ARN de un genoma 

determinado en un momento concreto; incluyendo ARNm, ARNt, ARNr y 

otros ARN no codificantes. La evolución de la NGS permite una mayor 

cobertura de bases de la secuencia de ADN, así como mayor rendimiento, 

proporcionando de decenas a cientos de millones de lecturas de secuencia 

e información sobre miles de millones de bases individuales. De esta forma 

se estudian solo las regiones que se están transcribiendo y proporciona una 

forma eficiente de medir niveles de expresión génica, identificar eventos de 

splicing alternativo y de fusión génica e identificar variaciones de un solo 

nucleótido (SNV) de manera simultánea. Además, también permite la 

secuenciación de muestras de ARN de novo, sin requerimiento previo de un 

genoma de referencia (237). 

Para secuenciar el ARN, en primer lugar se debe preparar una librería del 

transcriptoma completo, donde la obtención de muestras de ARNm de alta 

calidad es la parte más crítica. Algunos ARN abundantes, como el ARNr, 

pueden comprender hasta el 80% del ARN total. La secuenciación de estos 

ARN puede reducir la cobertura de secuencia, disminuyendo la detección 

de especies de ARN menos abundantes. Para eliminar la abundancia de 
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ARNr se usan kits comerciales para captura de poli(A) (como se describe en 

el Apartado 3.6.3 de Material y Métodos) u otros métodos de hibridación o 

degradación enzimática, enriqueciendo la muestra en ARNm. De esta 

forma, las muestras de ARN poli(A) almacenadas a -80°C fueron utilizadas 

para generar librerías del transcriptoma completo para la secuenciación en 

la plataforma SOLiD 5500XL (Life Technologies), siguiendo las 

recomendaciones del fabricante (Figura 23). 

 
Figura 23. Esquema de la construcción de la librería del transcriptoma completo. 

(Modificada de Applied Biosystems). 
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3.9.2. Fragmentación del transcriptoma completo de ARN 

 Fragmentación del ARN mediante la RNasa III 

Para la construcción de la librería de ADNc con tamaños de inserción 

adecuados para la secuenciación de SOLiD™, es necesario la 

fragmentación del ARN poli(A) antes de proceder a la ligación. Para ello 

se preparó, a 4°C, una reacción para cada muestra de ARN (100-500 

ng) con 1 µl de tampón  RNase III 10X, 1 µl de RNase III y agua libre de 

nucleasas hasta completar los 10 µl. Esta reacción se incubó en un 

termociclador a 37°C durante 10 minutos. Inmediatamente después de 

la incubación, se añadieron 90 µl de agua libre de nucleasas. La 

digestión con RNase III deja grupos 5’ fosfato y 3’ hidroxilo en los 

fragmentos de ARN resultantes que pueden usarse directamente en las 

reacciones de hibridación y de ligación. Esta fragmentación 

proporciona comodidad y robustez para el análisis integral del 

transcriptoma utilizando el sistema SOLiD™. 

 Purificación del ARN fragmentado 

El ARN fragmentado se colocó a 4°C y, seguidamente, se purificó 

usando el RiboMinus™ Concentration Module (Invitrogen). Este kit 

enriquece todo el espectro de transcritos de ARN por eliminación de 

ARN ribosomal; puede eliminar el 95-98% de las moléculas de ARNr 

humano. Para purificar el ARN se añadieron 100 µl de tampón Binding 

y 250 µl de etanol 100°. A continuación la muestra se cargó en una 

columna de centrifugación y se centrifugó a 12.000 g durante 1 

minuto. El ARN se une a la membrana de sílice presente en esta 
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columna y las impurezas son lavadas tres o cuatro veces mediante 

tampón de lavado. Se añadieron 500 µl de tampón de lavado con 

etanol 100° (1:4), previamente preparado y almacenado a temperatura 

ambiente, y se centrifugó a 12.000 g durante un minuto. Se volvió a 

centrifugar a máxima velocidad (25.000 g) para eliminar cualquier 

residuo de tampón de lavado. Por último, se eluyó el ARN con agua 

libre de RNasas. Para ello se colocó la columna en un tubo de 

recuperación y se añadieron 12 µl de agua libre de RNasas. La columna 

y el tubo se centrifugaron a máxima velocidad durante 1 minuto y se 

recuperó el ARN. 

 Evaluación del rendimiento y la distribución de tamaño del ARN 

fragmentado 

La evaluación del rendimiento del ARN fragmentado se llevó a cabo 

mediante el kit Quant-iT™ RNA Assay en el Qubit® Fluorometer 

(Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. Para evaluar la 

distribución de tamaño del ARN fragmentado se diluyó 1 µl de la 

muestra (1:10) con agua libre de nucleasas y se analizó en el 

bioanalizador Agilent 2100 con el kit RNA 6000 Pico Chip. Se utilizó el 

software 2100 expert para examinar la distribución del tamaño. Se 

debe obtener, en 3 µl, una concentración ≥50 ng de ARN poli(A) y ≥100 

ng de ARN total empobrecido en ARNr o ≥100 ng de ARN control para 

poder proceder a la construcción de la librería, en el caso contrario la 

muestra se debe concentrar en una centrifuga de vacío. 
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3.9.3. Construcción de la librería amplificada del transcriptoma 

completo 

 Hibridación y ligamiento del ARN 

El primer paso para la construcción de la librería es la hibridación y el 

ligamiento del ARN. Se transfirieron 5 µl de tampón de hibridación (2 

µl de SOLiD™ Adaptor Mix y 3 µl de solución de hibridación) a 3 µl de 

cada muestra de ARN fragmentado y se incubaron en un termociclador 

a 65°C durante 10 minutos y a 16°C durante 5 minutos. A continuación 

se añadieron los reactivos de ligación de ARN (10 µl de tampón de 

ligamiento 2X y 2 µl de mix de enzima de ligamiento) y se incubó en un 

termociclador a 16°C durante 16 horas. 

 Transcripción reversa 

Para llevar a cabo la transcripción reversa se preparó el mix de todas 

las reacciones con 11 µl de agua libre de nucleasas, 4 µl de tampón RT 

10X, 2 µl de dNTP Mix y 2 µl de SOLiD™ RT Primer para cada reacción. 

La reacción se incubó en un termociclador a 70°C durante 5 minutos y 

luego se enfrió en hielo. A continuación, se añadió 1 µl de la 

transcriptasa reversa ArrayScript™ a cada muestra y se incubó en un 

termociclador a 42°C durante 30 minutos. 

 Purificación del ADNc 

El ADNc obtenido se purificó mediante el kit MinElute® PCR Purification 

(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se transfirió todo el 

ADNc a un tubo eppendorf de 1,5 ml y se añadieron 60 µl de agua libre 
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de nucleasas y 500 µl de tampón PB. Se cargó el ADNc en una columna 

MinElute y se centrifugó a 13.000 g durante 1 minuto. Después el 

ADNc se lavó con 750 µl de tampón PE y se eluyó con 10 µl de tampón 

EB. 

 Selección del tamaño del ADNc 

Para seleccionar el tamaño del ADNc se realizó una electroforesis con 

el sistema Novex® Pre-Cast Gel Electrophoresis (Invitrogen). En primer 

lugar, se mezclaron 5 µl de cada muestra de ADNc y 5 µl de 50 pb DNA 

ladder, previamente diluido a 40 ng/µl, con 5 µl de 2X Novex TBE-Urea 

Sample Buffer, y se calentaron en un bloque termostático (Thermolyne 

Analog High Temp Modular Dri Bath Blocks, Barnstead International) a 

95°C durante 3 minutos. Los geles Novex® 6% TBE-Urea se 

introdujeron en una cubeta de electroforesis (XCell 4 SureLock™ Midi-

Cell Runner, Invitrogen) que contenía tampón de electroforesis TBE 1X 

(5X Novex® TBE Running Buffer, Invitrogen), y a continuación se 

cargaron los 10 µl de cada muestra en los pocillos correspondientes del 

gel. Se utilizaron a temperatura ambiente, condiciones de voltaje 

constantes de 180 V durante 25 minutos. 

A continuación se tiñó el gel durante 5-10 minutos con SYBR® Gold y se 

cortó la región que contenía el ADNc de 150-250 nucleótidos, 

fragmentándolo verticalmente en 4 piezas de 1 mm X 6 mm 

aproximadamente. SYBR® Gold es una tinción muy sensible para la 

detección de ADN o ARN de doble o simple cadena en geles 

electroforéticos, utilizando un transiluminador ultravioleta estándar. 

Esta tinción es un colorante de cianina asimétrica que se acopla 
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energéticamente a los ácidos nucleicos, de manera que se incrementa 

notablemente su tasa de emisión de fluorescencia (>1.000 veces). 

Representa una alternativa a la tinción con bromuro de etidio, más 

sensible y mucho menos perjudicial para la salud. 

 Amplificación del ADNc 

Antes de la amplificación del ADNc se preparó un mix para cada pieza 

de gel que contenía 10 µl de tampón de PCR 10X, 8 µl de dNTP Mix, 2 

µl de SOLiD™ 5’ PCR Primer, 1,2 µl de ADN polimerasa AmpliTaq® y 

76,8 µl de agua libre de nucleasas. Una vez transferido el mix a tubos 

de 0,2 ml con cada pieza de gel, se añadieron 2 µl de SOLiD™ 3’ PCR 

Primer. Se llevó a cabo la reacción de PCR en un termociclador según el 

programa siguiente: 

Tabla 8. Amplificación del ADNc. 

Etapa Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 95°C 5 minutos 

 

15 ciclos 

Desnaturalización 95°C 30 segundos 

Hibridación 62°C 30 segundos 

Extensión 72°C 30 segundos 

Extensión final 72°C 7 minutos 

 

 Purificación del ADN amplificado 

Se añadieron 800 µl de tampón de unión a cada tubo y se procedió a la 

purificación del ADN amplificado con el PureLink™ PCR Micro kit 

(Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En primer 
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lugar se cargó cada muestra en las columnas del kit y se centrifugó a 

10.000 g durante 1 minuto. A continuación se lavó el ADN con 600 µl 

de tampón de lavado y, finalmente, se eluyó dos veces con 10 µl de 

tampón de elución. 

 Evaluación del rendimiento y la distribución de tamaño del ADN 

amplificado 

La concentración de ADN purificado se evaluó mediante el 

espectrofotómetro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). En los casos 

necesarios se diluyó el ADN a <50 ng/µl mediante el kit DNA 1000 

(Agilent) para una cuantificación precisa. Se usó una plataforma 

basada en microfluidos (2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies) con el 

kit DNA 1000 (Agilent), y, mediante el software 2100 expert, se evaluó 

el rendimiento y la distribución de tamaño: se calculó el porcentaje de 

ADN de 25-200 pares de bases y se determinó el tamaño medio y la 

concentración molar de la librería de ADNc. 

3.9.4. Preparación de Templated Beads 

 Preparación de la reacción de PCR de emulsión (ePCR) 

La ePCR se utiliza para generar muchas copias de la librería de ADNc y, 

por tanto, aumentar la sensibilidad de la secuenciación, ya que los 

métodos de secuenciación de una sola molécula no son lo 

suficientemente sensibles. Se trata de una amplificación clonal de una 

población de fragmentos cortos de ADN en SOLiD™ P1 DNA Beads 

usando un método de emulsión. Las emulsiones se componen de una 

fase oleosa que contiene emulsionantes y una fase acuosa que contiene 



MATERIAL Y MÉTODOS 

88 
 

los componentes de la PCR (template, cebadores, ADN polimerasa y 

SOLiD™ P1 DNA Beads). La PCR recubre la microesfera con copias 

clonales (30.000 copias o más) de las moléculas aisladas de ADN y se 

inmovilizan para después secuenciarlas (Figura 24). 

 
Figura 24. Amplificación clonal de una población de fragmentos cortos de ADN en SOLiD™ P1 

DNA Beads usando un método de emulsión. A, fase acuosa y fase oleosa previa a la 

emulsión. B, emulsión previa a la amplificación. C, emulsión después de la amplificación. D, 

templated beads y beads no amplificadas después de la rotura de la emulsión y el lavado de 

las beads. E, beads enriquecidas y SOLiD™ P1 DNA beads después de la centrifugación con 

60% de glicerol. F, templated beads después de la modificación del extremo 3’. (Modificada 

de Applied Biosystems). 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

89 
 

Para la ePCR se utilizó el kit SOLiD™ ePCR (Life Technologies) de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante. En primer lugar se prepararon: 

 Fase oleosa (Figura 24A): se mezclaron 1,8 ml de estabilizador 

1, 400 µl de estabilizador 2 y 37,8 ml de aceite de emulsión, se 

agitó y se dejó que se desgasificara durante al menos 20 

minutos.  

 Fase acuosa (Figura 24A) (para una concentración de la librería 

de 1.0 pM): se mezclaron 280 µl de tampón de PCR 10X, 392 µl 

de mix de dNTPs, 70 µl de cloruro de magnesio 1 M, 11,2 µl del 

cebador 1, 16,8 µl del cebador 2, 5,6 µl de Template 500 pM, 

1.644,4 µl de agua libre de nucleasas y 300 µl de la ADN 

polimerasa AmpliTaq Gold® 5 U/µl. 

 SOLiD™ P1 DNA Beads: se agitó un tubo de beads 

enérgicamente, tras dejarlo reposar se eliminó el sobrenadante 

y se resuspendió en 200 µl de solución de bloqueo. Las beads se 

sonicaron, se agitaron y se dejaron reposar para eliminar el 

sobrenadante y volver a resuspender en tampón TEX 1X. 

A continuación, se creó la emulsión con un ULTRA-TURRAX® Tube Drive 

(IKA®) (Figura 24B), se repartieron 150 µl de esta emulsión en cada 

pocillo de una placa de PCR de 96 pocillos y ésta se selló con una 

película adhesiva transparente. La reacción de ePCR se llevó a cabo en 

el sistema GeneAmp® PCR 9700 con las siguientes condiciones: 
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Tabla 9. Amplificación ePCR. 

Etapa Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 95°C 5 minutos 

 

40 ciclos 

Desnaturalización 93°C 15 segundos 

Hibridación 62°C 30 segundos 

Extensión 72°C 75 segundos 

Extensión final 72°C 7 minutos 

 

 Rotura de la emulsión y lavado de las beads 

Cuando la ePCR está completa (Figura 24C), la emulsión se rompe con 

2-butanol y las templated beads y las beads no amplificadas se lavan 

para eliminar el 2-butanol residual, la fase oleosa y la fase acuosa que 

contiene los reactivos de la PCR (Figura 24D). Para ello se recogió la 

emulsión en una bandeja de recogida (SOLiD™ Emulsion Collection Tray) 

y se añadieron 12 ml de 2-butanol pipeteando hasta su completa 

homogenización. A continuación, se transfirió la emulsión a un nuevo 

tubo de 50 ml y se centrifugó a 2.000 g durante 5 minutos. La fase 2-

butanol-aceite se decantó y el tubo se dejó boca abajo 5 minutos sobre 

papel absorbente. 

Para lavar las beads se añadieron 600 µl de tampón de lavado, después 

de 2 minutos se resuspendieron con una pipeta y se transfirieron a un 

tubo LoBind de 1,5 ml. A continuación, se agitó el tubo y se centrifugó a 

21.000 g durante 1 minuto, se eliminaron la fase superior de aceite y el 

sobrenadante. Se realizó otro lavado con 300 µl de tampón de lavado y, 

por último, las beads se resuspendieron en 200 µl de tampón TEX 1X. 
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Finalmente, las beads se sonicaron y se cuantificó una dilución 1/10 con 

el SOLiD™ Bead Concentration Chart (Figura 25) y el espectrofotómetro 

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific). 

 

Figura 25. SOLiD™ Bead Concentration Chart. (Extraída de Applied Biosystems). 

 

 Enriquecimiento de las templated beads 

Es necesario un enriquecimiento para aislar las templated beads de las 

beads no amplificadas o mal amplificadas (Figura 24E). En una primera 

etapa se usan beads de poliestireno con un adaptador P2 de cadena 

simple para capturar las templated beads. Se enriquecen las beads 

tanto monoclonales como policlonales, el proceso está diseñado para 

enriquecer las templated beads derivadas de una reacción ePCR 

produciendo desde 150 hasta 300 millones de templated beads. 

En primer lugar se eliminó el sobrenadante de las beads enriquecidas 

centrifugando a 21.000 g durante 2 minutos. Las beads se lavaron con 

900 µl de tampón de unión y lavado dos veces. Seguidamente se 

resuspendieron con 350 µl de tampón de unión y lavado, se añadieron 

3,5 µl de Oligo de enriquecimiento 1 mM y se mantuvo el tubo en 

rotación durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuación 

se lavaron las beads con 900 µl de tampón TEX 1X dos veces y se 

resuspendieron en 150 µl de tampón de unión 1X bajo en sal.  
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Las templated beads se lavaron con 300 µl de tampón desnaturalizante 

tres veces y con 300 µl de tampón TEX 1X tres veces más. Finalmente, 

se resuspendieron en 150 µl de tampón TEX 1X y se transfirieron a un 

tubo LoBind para sonicarlas. Se transfirieron las beads enriquecidas al 

tubo de las templated beads y se sonicaron de nuevo. A continuación, la 

mezcla de beads se incubó a 61°C durante 15 minutos e, 

inmediatamente, se dejaron en hielo durante 2 minutos. Se añadieron 

600 µl de glicerol 60% recién preparado y se centrifugó a 21.000 g 

durante 3 minutos. El resultado es una capa superior formada por 

beads enriquecidas (con o sin templated beads unidas) y una capa 

inferior de beads no amplificadas (Figura 24E). La capa superior se 

recogió y se transfirió a un tubo LoBind que contenía 1 ml de tampón 

TEX 1X. Este tubo se agitó y se centrifugó a 21.000 g durante un minuto. 

Las beads se sedimentaron, se eliminó el sobrenadante y se 

resuspendieron en 400 µl de tampón TEX 1X.  

Para aislar las beads P2 enriquecidas se centrifugaron a 21.000 g 

durante 1 minuto y se eliminó el sobrenadante. Después se lavaron dos 

veces con 400 µl de tampón desnaturalizante y con 400 µl de tampón 

TEX 1X dos veces más. Las beads se resuspendieron con 200 µl de 

tampón TEX 1X y se sonicaron. Por último, las beads se lavaron con 400 

µl de tampón TEX 1X y se resuspendieron en 400 µl de este mismo 

tampón. 

 Modificación de los extremos 3’ 

Con el fin de facilitar la unión covalente de las beads P2 enriquecidas a 

los portas de vidrio, se añade dUTP al extremo 3’ de las templates P2 
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usando una reacción de transferasa terminal (Figura 24F). En primer 

lugar se preparó el tampón de la reacción de transferasa terminal (500 

µl por reacción de ePCR) con 55 µl de tampón de transferasa terminal 

10X, 55 µl de cloruro de cobalto 10X y 390 µl de agua libre de 

nucleasas. Las beads enriquecidas se lavaron dos veces con este 

tampón y finalmente se resuspendieron en 178 µl al que se añadieron 

20 µl de solución de enlazado 1 mM para sonicarlas. A continuación, se 

añadieron 2 µl de transferasa terminal (20 U/µl) y se mantuvo en 

rotación a 37°C durante 2 horas. Después, se lavaron las beads dos 

veces con 400 µl de tampón TEX 1X y se sonicaron. Por último, se 

cuantificaron las beads con el SOLiD™ Bead Concentration Chart (Figura 

25) y el espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific). 

3.9.5. Secuenciación 

Las muestras se secuenciaron en la plataforma SOLiD 5500XL, utilizando el 

protocolo 50625 paired-end y generando secuencias de 75 nucleótidos en 

dirección directa y 35 nucleótidos en dirección reversa, más 5 nucleótidos 

del barcode. 

La tecnología SOLiD™ de Applied Biosystems utiliza un método enzimático 

para la secuenciación que emplea una ADN ligasa en vez de una polimerasa 

para identificar la secuencia. Se trata de la secuenciación por ligación. La 

ADN ligasa une los extremos de las moléculas de ADN, es sensible a la 

estructura del ADN y tiene muy baja eficiencia cuando no hay 

complementariedad entre las bases de dos cadenas. Por tanto, la 

secuenciación por ligación depende de la sensibilidad de la ADN ligasa. La 

molécula a secuenciar es una sola hebra de ADN desconocida flanqueada 
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por, al menos, un extremo de secuencia conocida. En este sistema hay 

dieciséis combinaciones de dos nucleótidos con cuatro colorantes 

fluorescentes, cada colorante corresponde a un conjunto de sondas de 

cuatro dinucleótidos por grupo (Figura 26). El ligamiento preferente de la 

ADN ligasa por su secuencia específica produce una señal correspondiente a 

la secuencia complementaria en esa posición concreta. 

 
Figura 26. Codificación de dos bases. (Modificada de Applied Biosystems). 

 

Después de la modificación de los extremos 3’ de las templated beads se 

depositaron en portas de vidrio en disposición aleatoria (Figura 27). Los 

portas pueden estar segmentados en uno, cuatro u ocho secciones, de 

manera que se pueden cargar diferentes muestras en la misma carrera. En 

general los portas de uno, cuatro y ocho secciones pueden contener 165, 

30 y 14 millones de beads P2, respectivamente. 

Figura 27. Depósito de beads en portas de vidrio. (Modificada de Applied Biosystems). 
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Una vez cargado el porta en la plataforma, los cebadores hibridaron con la 

secuencia P1 de las templated beads (Figura 28). 

 
Figura 28. Secuenciación por ligación. (Modificada de Applied Biosystems). 

 

El conjunto de sondas de dos bases marcadas con fluorescencia (Figura 26), 

compiten para la ligación al cebador de la secuencia. La especificidad de la 

sonda se logra interrogando a todas las primera y segunda bases de cada 

reacción de ligación. Se realizan múltiples ciclos de ligación, detección y 

escisión, el número de ciclos determina la longitud de la lectura. Tras una 

serie de ciclos de ligación, se retira el producto de extensión y el template 

se restablece con un cebador complementario a la posición n-1 para una 

segunda ronda de ciclos de ligación. Se completan cinco rondas de 

restablecimiento de cebadores para cada secuencia (Figura 29).  
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Figura 29. Rondas de ciclos de ligación. (Modificada de Applied Biosystems). 

 

A través del proceso de restablecimiento de cebadores, prácticamente 

todas las bases son interrogadas en dos reacciones de ligación 

independientes por dos templates diferentes. Por ejemplo, la base en la 

posición de lectura 5 se ensaya mediante el cebador número 2 en el ciclo de 

ligación 2 y por el cebador número 3 en el ciclo de ligación 1. Este doble 

interrogatorio es fundamental para la precisión que caracteriza al sistema 

SOLiD™. 

 

3.10. DETERMINACIÓN DE CATEGORÍAS Y REDES FUNCIONALES  

Los estudios de alto rendimiento de todo el genoma proporcionan gran 

cantidad de información que debe ser clasificada para identificar procesos 

biológicos asociados con los resultados, determinar categorías funcionales 

comunes a los grupos de genes seleccionados y analizar las conexiones 

entre genes, moléculas y enfermedades para descubrir asociaciones 

relevantes. Por ello, se utilizan herramientas bioinformáticas que clasifican 

los genes en categorías funcionales y establecen redes funcionales entre 

ellos. Estos programas proporcionan información acerca de los mecanismos 

que influyen en una determinada enfermedad, identifican genes y proteínas 
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asociados con diferentes etiologías o enfermedades, y permiten predecir 

potenciales dianas terapéuticas. 

Se realizó un enriquecimiento funcional de los genes diferencialmente 

expresados aplicando una prueba hipergeométrica mediante ToppGene 

suite (238), un portal para el análisis de enriquecimiento y priorización de 

genes candidatos de una lista de genes, basado en anotaciones funcionales 

y redes de interacciones proteicas. Mediante ToppFun seleccionamos el 

conjunto de genes a clasificar en base a una p<0,05, aplicando la corrección 

FDR. Después, se representaron las categorías funcionales más significativas 

y se seleccionaron aquellos genes relacionados con el transporte vesicular 

del AG. Además, se realizó un heatmap y un hierarchical clustering 

mediante el programa TIGR Multiexperiment Viewer (MeV) versión 4.9, una 

herramienta de análisis de datos que incorpora algoritmos de clustering, 

visualización, clasificación, análisis estadístico y descubrimiento de rutas 

biológicas (http://www.tm4.org/mev.html). 

 

3.11. ANÁLISIS DE DATOS 

3.11.1. Cuantificación relativa de la expresión génica (RT-qPCR) 

Se realizó la cuantificación relativa de la expresión de ARNm de los genes de 

estudio. Se han desarrollado varios modelos matemáticos para este cálculo, 

el método del 2-ΔΔCt (239) es el más utilizado. Este método calcula los 

cambios en la expresión génica como una diferencia entre un gen de 

estudio y uno o más genes de referencia (GAPDH, PGK1, TFRC en nuestro 

caso). El método no requiere de la elaboración de una curva estándar lo 

que lo hace muy útil para el análisis de una gran cantidad de muestras. Para 
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que los cálculos sean válidos, las eficiencias de amplificación del gen estudio 

y de referencia deben ser aproximadamente iguales, esto requiere una 

rigurosa optimización, los fragmentos de amplificación deben ser menores 

de 150 pb para que la eficiencia sea aproximadamente 1. 

La ecuación que describe la amplificación exponencial de la PCR es: 

(1) 

Donde Xn es el número de copias del gen X en el ciclo n; X0 es el número 

inicial de copias del gen X; Ex es la eficiencia de la amplificación del gen X y n 

es el número de ciclos de la PCR. 

(2) 

El CT es el ciclo fraccional en el cual la fluorescencia del gen alcanza el 

umbral fijado. XT es el número de copias del gen X en el ciclo CT; CT,X es el 

ciclo CT del gen X y KX es una constante. Ecuación similar para el gen de 

referencia: 

(3) 

Donde RT es el número de copias del gen de referencia; R0 es el número 

inicial de copias del gen de referencia; ER es la eficiencia de amplificación 

del gen de referencia; CT,R es el ciclo CT del gen de referencia y KR es una 

constante del gen de referencia. 

Dividiendo la ecuación 2 y 3, y asumiendo que la eficiencia del gen de 

referencia es igual a la eficiencia del X, tenemos: 

(4) 

(5) 
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Donde XN es a cantidad normalizada del gen X (X0/R0) y el ΔCT es la 

diferencia de los CTs del gen de estudio y del gen de referencia. Ordenando 

la ecuación y dividiendo el XN de cualquier muestra q entre el XN de la 

muestra calibrador (cb) tenemos: 

(6) 

(7) 

Para fragmentos de un tamaño menor de 150 pb, en el cual las 

concentraciones de cebadores y Mg2+ han sido adecuadamente 

optimizadas, la eficiencia de amplificación es cercana a 1, entonces, la 

cantidad del gen de estudio, normalizada a una referencia, y relativa a una 

muestra calibrador es: 

(8) 

3.11.2. Análisis computacional de los resultados de RNA-seq 

Las lecturas iniciales de todo el transcriptoma obtenidas por secuenciación 

fueron mapeadas contra la última versión del genoma humano (versión 

GRCh37/hg19) utilizando el algoritmo de mapeo de Life Technologies 

(http://www.lifetechnologies.com/; versión 1.3). Se utilizaron los 

parámetros estándar del software BioScope™, versión 1.3, en el análisis de 

extremos pareados y de todo el transcriptoma. Para ambas lecturas, directa 

y reversa, se establecieron los 25 primeros nucleótidos con un máximo de 2 

errores permitidos. Los archivos alineados se presentaron en formato 

BAM/SAM (240). Las lecturas de mala calidad (puntación Phred <10) se 

eliminaron usando el software Picard Tools, versión 1.83 

(http://broadinstitute.github.io/picard/). 
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Posteriormente, la predicción de genes se estimó usando el método de 

cufflinks (241) y los niveles de expresión se calcularon usando el software 

htseq, versión 0.5.4p3 (242), este método elimina las lecturas 

multimapeadas, sólo las lecturas únicas se consideraron para la estimación 

de la expresión génica. El método edgeR, versión 3.2.4, se aplicó para el 

análisis de expresión diferencial entre las condiciones patológicas y normal 

(243). Este método se basa en diferentes procesos de normalización; 

profundidad de muestras globales, composición CG y longitud de los genes. 

En el proceso de la expresión diferencial, se usa un modelo de Poisson para 

estimar la varianza de los datos de RNA-seq y tener en cuenta tanto la 

variabilidad biológica como técnica. Se usan métodos de Bayes empíricos 

para moderar el grado de dispersión de los transcritos, mejorando la 

fiabilidad de la inferencia. 

 

3.12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El test de Kolmogorov-Smirnov se utilizó para analizar la distribución de las 

variables. Para las variables continuas, los resultados se expresaron como la 

media ± desviación estándar (DE) en las variables con distribución normal y 

la mediana [rango intercuartílico] en las variables con distribución no 

normal; y las variables discretas se expresaron como porcentaje. La 

comparación de las características clínicas se llevó a cabo mediante el test 

t-Student para las variables continuas y el test exacto de Fisher para las 

variables discretas. Los niveles de proteína en tejido medidos por Western 

blot, los niveles de ARNm obtenidos de la cuantificación de la expresión 

génica y los parámetros del análisis estereológico de las vesículas de Golgi 

se compararon mediante el test t-Student para variables con una 
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distribución normal y mediante el test U de Mann-Whitney para variables 

con una distribución no normal. El parámetro área exhibió una distribución 

no normal y se transformó logarítmicamente (probando su normalización) 

antes del análisis de correlación paramétrica. Para analizar las relaciones 

entre los parámetros estudiados (proteicos, génicos y morfológicos), así 

como con los parámetros de función ventricular se realizó un análisis de 

regresión simple utilizando el coeficiente de correlación (r) de Pearson. 

Además, se analizó la influencia de varias variables independientes sobre 

una variable dependiente, mediante un análisis de regresión lineal 

multivariado, eligiéndose como mejor modelo el que presentó la r2 más 

elevada. El nivel de significación se asumió con p<0,05. Todos los análisis 

estadísticos se llevaron a cabo mediante el software SPSS para Windows 

(versión 20; IBM SPSS Inc). 
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4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

Una limitación de este estudio es la inherente variabilidad de las muestras 

cardiacas de origen humano y el tratamiento farmacológico al que estaban 

sometidos los pacientes. Todos estaban recibiendo tratamiento 

convencional, y algunas terapias pueden afectar a los niveles proteicos y de 

ARNm. Para asegurarnos de que nuestra población era etiológicamente 

homogénea, elegimos pacientes con MCD que no tenían antecedentes 

familiares de la enfermedad y pacientes con etiología isquémica. Asimismo, 

queremos enfatizar la importancia de haber llevado a cabo este estudio en 

un número significativo de muestras patológicas y CNT haciendo que 

nuestros resultados sean extrapolables a poblaciones con MCD y MCI. 

Además, el hecho de trabajar con corazones explantados, y nuestra 

presencia en quirófano en el momento del trasplante, nos permite extraer 

la región de tejido que queremos analizar, lo cual no sería posible si el 

estudio se hiciera usando tejido biopsiado. 
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1. EXPRESIÓN GÉNICA DIFERENCIAL DE LOS PÉPTIDOS 

NATRIURÉTICOS Y SUS MOLÉCULAS RELACIONADAS EN LA 

INSUFICIENCIA CARDIACA 

1.1. CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LOS PACIENTES 

De las 73 muestras de tejido cardiaco utilizadas en este estudio, 32 se 

emplearon en el ensayo de RNA-seq (MCD, n=12; MCI, n=12; CNT, n=8). 

La mayoría de los pacientes eran hombres (96%) y su media de edad fue de 

53 ± 10 años. Los pacientes tenían una clasificación funcional NYHA de III-IV 

y habían sido previamente diagnosticados con comorbilidades significativas, 

incluyendo hipertensión (23%), hipercolesterolemia (14%) y DM (32%). El 

grupo CNT estaba compuesto principalmente por hombres (86%) con una 

media de edad de 50 ± 14 años. 

La Tabla 10 muestra las características clínicas de los pacientes de acuerdo 

con la etiología. Los pacientes con MCD tenían mayores valores de 

diámetro tele-sistólico (DTSVI) (p<0,01) Y DTDVI (p<0,001) que los pacientes 

con MCI. 
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Tabla 10. Características clínicas de los pacientes utilizados en el estudio de RNA-seq según 

la etiología de la insuficiencia cardiaca. 

 MCD (n=12) MCI (n=12) 

Edad (años) 51 ± 11 55 ± 8 

Sexo masculino (%) 92 100 

Clase NYHA 3,4 ± 0,4 3,6 ± 0,4 

IMC (kg/m2) 28 ± 5 26 ± 5 

Hemoglobina (mg/ml) 13 ± 3 14 ± 3 

Hematocrito (%) 39 ± 8 42 ± 6 

Colesterol total (mg/dl) 150 ± 38 160 ± 43 

Hipertensión previa (%) 18 27 

Diabetes mellitus previa (%) 18 46 

Fumadores (%) 55 91 

FE (%) 19 ± 7 24 ± 4 

FA (%) 11 ± 4 13 ± 2 

DTSVI (mm) 71 ± 12 56 ± 8* 

DTDVI (mm) 80 ± 11 64 ± 8** 

Duración enfermedad (meses) 77 ± 71 48 ± 41 

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

Association; IMC, índice de masa corporal; FE, fracción de eyección; FA, fracción de 

acortamiento; DTSVI, diámetro tele-sistólico del ventrículo izquierdo; DTDVI, diámetro tele-

diastólico del ventrículo izquierdo. La duración de la enfermedad se considera desde el 

diagnóstico hasta el trasplante de corazón. *p<0,01; **p<0,001. 
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En el proceso de validación mediante RT-qPCR, se utilizaron 50 de las 

muestras de ventrículo izquierdo para mejorar la potencia estadística con 

un mayor número de pacientes y sujetos CNT (MCD, n=20; MCI, n=20; CNT, 

n=10). 

La mayoría de los pacientes eran hombres (88%) y tenían una media de 

edad de 52 ± 11 años. Igualmente tenían una clasificación funcional NYHA 

de III-IV y habían sido previamente diagnosticados con comorbilidades 

significativas, incluyendo hipertensión (34%), hipercolesterolemia (19%) y 

DM (31%). El grupo CNT también estaba compuesto principalmente por 

hombres (70%) con una media de edad de 46 ± 15 años. 

La Tabla 11 muestra las características clínicas de los pacientes de acuerdo 

con la etiología. Comparado con el grupo MCD, el grupo MCI tenía 

significativamente mayor edad (p<0,05), mayores niveles de colesterol 

(p<0,05) y mayor tasa de DM previa (p<0,01), mientras que los pacientes 

con MCD tenían mayores valores de DTSVI (p<0,01) y DTDVI (p<0,01). 
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Tabla 11. Características clínicas de los pacientes utilizados en el estudio de RT-qPCR según 

la etiología de la insuficiencia cardiaca. 

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

Association; IMC, índice de masa corporal; FE, fracción de eyección; FA, fracción de 

acortamiento; DTSVI, diámetro tele-sistólico del ventrículo izquierdo; DTDVI, diámetro tele-

diastólico del ventrículo izquierdo. La duración de la enfermedad se considera desde el 

diagnóstico hasta el trasplante de corazón. *p<0,05; **p<0,01. 

  

 MCD (n=20) MCI (n=20) 

Edad (años) 48 ± 14 56 ± 7* 

Sexo masculino (%) 75 100* 

Clase NYHA 3,3 ± 0,4 3,5 ± 0,4 

IMC (kg/m2) 27 ± 6 27 ± 4 

Hemoglobina (mg/ml) 13 ± 3 14 ± 2 

Hematocrito (%) 38 ± 7 41 ± 6 

Colesterol total (mg/dl) 140 ± 44 177 ± 51* 

Hipertensión previa (%) 21 47 

Diabetes mellitus previa (%) 10 53** 

Fumadores (%) 61 90* 

FE (%) 21 ± 8 23 ± 5 

FA (%) 12 ± 4 13 ± 2 

DTSVI (mm) 66 ± 12 56 ± 7** 

DTDVI (mm) 75 ± 11 65 ± 8** 

Duración enfermedad (meses) 70 ± 63 47 ± 42 
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1.2. NIVELES DE ARNm DE LOS PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS Y SUS 

MOLÉCULAS RELACIONADAS EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA 

Realizamos un análisis de expresión a gran escala en 32 muestras de tejido 

cardiaco utilizando la tecnología RNA-seq para investigar los cambios 

transcriptómicos que tienen lugar en los corazones humanos con IC. Los 

datos expuestos en este trabajo han sido depositados en Gene Expression 

Omnibus (GEO) de NCBI (244) y son accesibles a través de la página 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE55296, número 

de acceso GSE55296. 

Cuando comparamos corazones con MCD y CNT, encontramos 2.894 genes 

expresados diferencialmente (p<0,05), de los cuales 1.132 estaban 

sobreexpresados y 1.762 infraexpresados. Además, en la comparación del 

grupo MCI con el CNT, bajo el mismo criterio, se encontró que 1.846 genes 

estaban expresados diferencialmente, con 854 sobreexpresados y 992 

infraexpresados. Entre estos genes expresados diferencialmente en ambas 

comparaciones (MCD vs CNT y MCI vs CNT), encontramos que algunos 

estaban asociados con la biología de los PN. 

Tanto el gen de BNP (NPPB) como el de ANP (NPPA) estaban incrementados 

en ambos grupos, MCD (24 fold, p<0,01; 32 fold, p<0,0001; 

respectivamente) y MCI (15 fold, p<0,01; 10 fold, p<0,0001; 

respectivamente) respecto a CNT. Sin embargo, el gen de CNP (NPPC) solo 

estaba incrementado en el grupo MCI (2,28 fold, p<0,05). También 

observamos diferencias en los niveles de NPPC (p<0,01) cuando se 

compararon las dos etiologías (Figura 30). 
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Figura 30. Niveles de expresión del ARNm de proBNP (NPPB) (A), proANP (NPPA) (B) y 

proCNP (NPPC) (C) determinados por RNA-seq. Los valores del grupo control (CNT) se han 

ajustado a 1. Los datos están expresados como la media ± SEM en expresión relativa de 

ARNm. MCD, miocardiopatía dilatada; MCI, miocardiopatía isquémica. *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,0001 vs el grupo CNT; #p<0,01 MCD vs el grupo MCI. 
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En el caso de las enzimas de escisión, encontramos que FURINA tenía 

niveles más bajos solo en el grupo MCI (-1,37 fold, p<0,05). Los niveles de 

CORINA fueron significativamente menores en los dos grupos en 

comparación a CNT (MCD -3,22 fold, p<0,001; MCI -1,96 fold, p<0,01) 

(Figura 31). En cambio, MME no fue significativamente diferente en 

ninguna de las dos etiologías. 

 
Figura 31. Niveles de expresión de ARNm de furina (A) y corina (B) determinados por RNA-

seq. Los niveles del grupo control se han ajustado a 1. Los datos están expresados como la 

media ± SEM en expresión relativa de ARNm. MCD, miocardiopatía dilatada; CNT, control; 

MCI, miocardiopatía isquémica. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs el grupo CNT. 

 

En cuanto a los receptores, NPR1 presentaba menores niveles en el grupo 

MCD (-1,42 fold, p<0,05) en comparación con el grupo CNT, mientras que 

los niveles de ARNm de NPR3 fueron mayores en ambos grupos (MCD 1,55 

fold, p<0,05; MCI 1,58 fold, p<0,05). En contraste, los niveles de NPR2 no 

fueron significativamente diferentes en ninguna de las dos etiologías 

(Figura 32). 
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Figura 32. Niveles de expresión de ARNm de los receptores de péptidos natriuréticos 

determinados por RNA-seq. A, NPR1; B, NPR2; C, NPR3. Los niveles del grupo control (CNT) 

se han ajustado a 1. Los datos están expresados como la media ± SEM en expresión relativa 

de ARNm. MCD, miocardiopatía dilatada; MCI, miocardiopatía isquémica. *p<0,05 vs el 

grupo CNT. 
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Para validar estos resultados realizamos una RT-qPCR con un total de 50 

corazones humanos (MCD, n=20; MCI, n=20; CNT, n=10) con los genes 

NPPC, NPPB y CORINA. Estos genes están fuertemente implicados en la 

homeostasis de fluidos corporales y el control de la presión sanguínea y 

están diferencialmente expresados en MCD y MCI comparados con CNT. 

Todos ellos mostraron idénticas direcciones de cambio en la expresión al 

análisis de RNA-seq. 

 

1.3. RELACIÓN ENTRE LA EXPRESIÓN GÉNICA DE LOS PÉPTIDOS 

NATRIURÉTICOS Y SUS MOLÉCULAS RELACIONADAS CON LA 

FUNCIÓN VENTRICULAR IZQUIERDA 

Comprobamos si existía alguna relación entre los niveles de expresión de 

ARNm de los genes estudiados y los cambios en la función del ventrículo 

izquierdo. Para 11 de las 12 muestras de MCI teníamos completamente 

disponibles los parámetros de función ventricular izquierda. Encontramos 

una relación significativa entre la fracción de acortamiento (FA) y la FE con 

NPPC (r=−0,660, p<0,05; r=−0,641, p<0,05; respectivamente) en el grupo 

MCI (Figura 33). 
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Figura 33. Correlación de la fracción de acortamiento (FA), A; y la fracción de eyección (FE), 

B; con el ARNm de CNP en el grupo con miocardiopatía isquémica. Los valores fueron 

normalizados al grupo control. ua, unidades arbitrarias. 
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2. EXPRESIÓN PROTEICA DIFERENCIAL DE LOS PÉPTIDOS 

NATRIURÉTICOS Y SUS MOLÉCULAS RELACIONADAS EN LA 

INSUFICIENCIA CARDIACA 

2.1. CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LOS PACIENTES 

En el estudio de cuantificación de proteínas se incrementó el número de 

muestras cardiacas, utilizando un total de 73 (MCD, n=33; MCI, n=30; CNT, 

n=10). De la misma forma, la mayoría de los pacientes eran hombres (87%) 

con una media de edad de 51 ± 11 años. Igualmente tenían una clasificación 

funcional NYHA de III-IV y habían sido previamente diagnosticados con 

comorbilidades significativas, incluyendo hipertensión (34%), 

hipercolesterolemia (13%) y DM (32%). El grupo CNT también estaba 

compuesto principalmente por hombres (73%) con una media de edad de 

49 ± 19 años. 

La Tabla 3 (Apartado 1 de Material y Métodos) muestra las características 

clínicas de los pacientes de acuerdo con la etiología. Comparado con el 

grupo MCD, el grupo MCI tenía significativamente mayor edad (p<0,05), 

mayores niveles de colesterol (p<0,001) y mayor tasa de DM previa 

(p<0,001), mientras que los pacientes con MCD tenían mayores valores de 

DTSVI (p<0,001) y DTDVI (p<0,001). 

Todos los pacientes se encontraban bajo tratamiento farmacológico 

siguiendo las guías de la European Society of Cardiology (1, 3) (Tabla 2, 

Apartado 1 de Material y Métodos). Encontramos cambios 

estadísticamente significativos en el tratamiento con β-bloqueantes 

(p<0,05), antidiabéticos (p<0,05) y estatinas (p<0,001) de acuerdo con la 

etiología de la IC. 
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2.2. NIVELES PROTEICOS DE LOS PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS Y LAS 

ENZIMAS CORINA Y FURINA EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA 

Con el fin de analizar la fisiopatología de los PN y sus enzimas en tejido 

cardiaco, usamos la técnica de Western blot para determinar los niveles 

proteicos de las formas inmunoreactivas de los PN y las endoproteasas 

(corina y furina) en corazones humanos dilatados e isquémicos. 

2.2.1. Niveles proteicos de BNP 

Analizamos los niveles de las formas de BNP en cada grupo patológico, 

observando un incremento de los niveles tisulares de proBNP (34%, p<0,05) 

comparados con los niveles de BNP en el grupo de MCI. Sin embargo no 

existen diferencias en el grupo MCD (Figura 34). 

 

Figura 34. Niveles de proBNP y BNP en pacientes con insuficiencia cardiaca. Los datos se 

expresan en unidades arbitrarias (densidad óptica) como la media ± SEM. proBNP vs BNP en 

miocardiopatía dilatada (A) e isquémica (B). *p<0,05. 

 

Los niveles de BNP en pacientes con IC (MCD y MCI) eran significativamente 

mayores que en el grupo CNT (125 ± 56 vs 100 ± 23, p<0,05). En cambio, los 
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niveles de proBNP en estos dos grupos eran muy similares (104 ± 18 vs 100 

± 11, p=0,568). Además, cuando comparamos los niveles proteicos de 

acuerdo con la etiología de la IC, solo el grupo MCI mostró diferencias en 

ambos (BNP y proBNP) con los CNT (146 ± 68 vs 100 ± 23, p<0,01; y 112 ± 

15 vs 100 ± 11, p<0,05; respectivamente). El grupo MCD era 

significativamente similar al grupo CNT (107 ± 36 vs 100 ± 23, p=0,579, para 

BNP; y 96 ± 17 vs 100 ± 11, p=0,548, para proBNP). Y la comparación de los 

dos grupos patológicos mostró diferencias en ambos, BNP (p<0,05) y 

proBNP (p<0,0001) (Figura 35). 

 

Figura 35. Niveles de BNP (A) y proBNP (B) en los grupos de miocardiopatía dilatada (MCD), 

isquémica (MCI) y control (CNT). Los valores del grupo CNT se ajustaron a 100. Los datos se 

expresan como la media ± SEM en unidades arbitrarias (densidad óptica). *p<0,05, **p<0,01 

vs grupo CNT. #p<0,05, ##p<0,0001 grupo MCD vs MCI. 
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2.2.2. Niveles proteicos de ANP 

Cuando comparamos los niveles de las formas de ANP en el grupo MCD, 

observamos que los niveles tisulares de proANP eran mayores que los 

niveles de ANP (29%, p<0,01). En contraste, en el grupo MCI, los niveles 

tisulares de proANP eran menores que los niveles de ANP (26%, p<0,01) 

(Figura 36). 

 

Figura 36. Niveles de proANP y ANP en pacientes con insuficiencia cardiaca. Los datos se 

expresan en unidades arbitrarias (densidad óptica) como la media ± SEM. proANP vs ANP en 

miocardiopatía dilatada (A) e isquémica (B). *p<0,01. 

Al comparar los niveles proteicos en pacientes con IC (MCD y MCI) y CNT, 

proANP y ANP no muestran diferencias significativas (102 ± 21 vs 100 ± 15, 

p=0,728; 89 ± 25 vs 100 ± 17, p=0,160, respectivamente). Igualmente 

cuando comparamos los niveles proteicos de acuerdo con la etiología de la 

IC, los niveles de proANP y ANP no mostraron diferencias con los CNT (94 ± 

15 vs 100 ± 15, p=0,258; y 92 ± 17 vs 100 ± 17, p=0,194, respectivamente, 
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para el grupo MCD; 112 ± 22 vs 100 ± 15, p=0,122; y 85 ± 31 vs 100 ± 17, 

p=0,151, respectivamente, para el grupo MCI). 

2.2.3. Niveles proteicos de CNP 

En el caso de CNP no observamos diferencias significativas en ninguna de 

las comparaciones. El grupo de pacientes con IC (MCD y MCI) tenía niveles 

similares al grupo CNT (82 ± 53 vs 100 ± 40, p=0,377). Del mismo modo, 

ninguna de las dos etiologías mostraron diferencias significativas respecto 

al grupo CNT (73 ± 64 vs 100 ± 40, p=0,293, para el grupo MCD; 90 ± 41 vs 

100 ± 40, p=0,580, para el grupo MCI). 

2.2.4. Niveles proteicos de las endoproteasas corina y furina 

En el caso de las endoproteasas, no habían diferencias significativas en 

corina y furina entre los pacientes con IC y el grupo CNT: 104 ± 30 vs 100 ± 

7, p=0,334 para corina; y 101 ± 46 vs 100 ± 33, p=0,971 para furina. Lo 

mismo se aplica en los niveles de furina para MCD y MCI (84 ± 51 vs 100 ± 

33, p=0,353; 119 ± 32 vs 100 ± 33, p=0,113, respectivamente), comparado 

con CNT; sin embargo, observamos que había un incremento en los niveles 

de furina en el grupo MCI respecto al grupo MCD (119 ± 32 vs 84 ± 51, 

p<0,01) (Figura 37A). Corina mostró niveles mayores en corazones con MCI 

(112 ± 24 vs 100 ± 67, p<0,05), pero no en corazones con MCD (97 ± 33 vs 

100 ± 7, p=0,634) comparado con CNT; además el grupo MCI también 

mostró niveles mayores comparado con el grupo MCD (112 ± 24 vs 97 ± 33, 

p<0,05) (Figura 37B). 
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Figura 37. Niveles de expresión proteica de las endoproteasas en los grupos de 

miocardiopatía dilatada (MCD), isquémica (MCI) y control (CNT). A, furina; B, corina. Los 

valores del grupo CNT se ajustaron a 100. Los datos se expresan como la media ± SEM en 

unidades arbitrarias (densidad óptica). *p<0,05 vs grupo CNT; #p<0,05, ##p<0,01 grupo MCD 

vs MCI. 
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2.3. RELACIÓN ENTRE LOS NIVELES PROTEICOS DE LOS PÉPTIDOS 

NATRIURÉTICOS Y LAS ENZIMAS CORINA Y FURINA 

Determinamos además si existía alguna relación entre los niveles de 

péptidos y las enzimas de escisión. Y encontramos que corina y proANP 

estaban relacionadas en ambas etiologías, MCD (r=0,499, p<0,01) y MCI 

(r=0,574, p<0,001) (Figura 38). 

 
Figura 38. Correlación entre proANP y corina. El gráfico de dispersión muestra que proANP 

está correlacionado con corina en el grupo dilatado (A), y en el grupo isquémico (B). Los 

valores han sido normalizados a GAPDH y finalmente al grupo control. 

 



RESULTADOS 

121 
 

Además encontramos una relación relevante entre las dos enzimas en 

ambos grupos, MCD (r=0,616, p<0,0001) y MCI (r=0,502, p<0,01) (Figura 

39). 

 
Figura 39. Correlación de las endoproteasas. El gráfico de dispersión muestra la correlación 

entre furina y corina en el grupo con miocardiopatía dilatada (A) y con miocardiopatía 

isquémica (B). Los valores fueron normalizados a GAPDH y finalmente al grupo control. 
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Los niveles de proBNP y BNP están relacionados, y encontramos una 

relación entre ellos tanto el grupo de MCD (r=0,343, p<0,05) como en el 

MCI (r=0,736, p<0,0001) (Figura 40). 

 

Figura 40. Correlación entre proBNP y BNP en el grupo de miocardiopatía dilatada (A) e 

isquémica (B). Los valores fueron normalizados a GAPDH y finalmente al grupo control. 

 

 

 



RESULTADOS 

123 
 

Asimismo, encontramos una fuerte relación entre proANP y ANP (r=0,547, 

p<0,001) en el grupo MCD (Figura 41). 

 
Figura 41. Correlación entre proANP y ANP en el grupo de miocardiopatía dilatada. Los 

valores fueron normalizados a GAPDH y finalmente al grupo control. 

 

Finalmente, corina presenta una correlación significativa con ANP (r=0,455, 

p<0,05) en el grupo MCI (Figura 42). 

 
Figura 42. Correlación entre ANP y corina en el grupo con miocardiopatía isquémica. Los 

valores fueron normalizados a GAPDH y finalmente al grupo control. 
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2.4. RELACIÓN ENTRE LOS NIVELES PROTEICOS DE LAS MOLÉCULAS 

ESTUDIADAS Y LA FUNCIÓN VENTRICULAR IZQUIERDA 

Determinamos si existía alguna relación entre los niveles proteicos y los 

cambios en la función ventricular izquierda. Para 27 de las 30 muestras de 

MCI teníamos completamente disponibles los parámetros de función 

ventricular izquierda. Encontramos una correlación inversa significativa 

entre los niveles de corina y la FE del ventrículo izquierdo en el grupo MCI 

(r=-0,399, p<0,05) (Figura 43). 

 
Figura 43. Correlación entre corina y la fracción de eyección (FE). Los valores fueron 

normalizados a GAPDH y finalmente al grupo control. 
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3. ALTERACIÓN DEL APARATO DE GOLGI Y EL TRANSPORTE 

VESICULAR DE LOS PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS 

3.1. CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LOS PACIENTES 

Los pacientes utilizados en esta parte del estudio de RNA-seq son los 

mismos que los descritos en el Apartado 1.1 de Resultados (MCD, n=12; 

CNT, n=8) (Tabla 10). Los pacientes utilizados en el estudio proteico se 

corresponden con los descritos en el Apartado 2.1 de Resultados (MCD, 

n=33; CNT, n=10) (Tabla 3, Apartado 1 de Material y Métodos). Finalmente, 

para el aislamiento de las membranas del AG se utilizaron un total de 15 

muestras cardiacas (MCD, n=7; CNT, n=8). 

Todos los pacientes eran hombres y tenían una media de edad de 48 ± 12 

años. Igualmente tenían una clasificación funcional NYHA de III-IV y habían 

sido previamente diagnosticados con comorbilidades significativas, 

incluyendo hipertensión (14%), hipercolesterolemia (14%) y DM (14%). El 

grupo CNT estaba compuesto principalmente por hombres (75%) con una 

media de edad de 56 ± 13 años. La Tabla 12 muestra las características 

clínicas de los pacientes. 

  



RESULTADOS 

126 
 

Tabla 12. Características clínicas de los pacientes utilizados en el estudio 

proteico de las vesículas del aparato de Golgi aisladas. 

 MCD (n=7) 

Edad (años) 48 ± 12 

Sexo masculino (%) 100 

Clase NYHA 3,4 ± 0,4 

IMC (kg/m2) 27 ± 5 

Hemoglobina (mg/ml) 14 ± 2 

Hematocrito (%) 40 ± 5 

Colesterol total (mg/dl) 144 ± 39 

Hipertensión previa (%) 14 

Diabetes mellitus previa (%) 14 

Fumadores (%) 57 

FE (%) 21 ± 7 

FA (%) 11 ± 4 

DTSVI (mm) 68 ± 13 

DTDVI (mm) 77 ± 13 

Duración enfermedad (meses) 46 ± 41 

MCD, miocardiopatía dilatada; NYHA, New York Heart Association; IMC, 

índice de masa corporal; FE, fracción de eyección; FA, fracción de 

acortamiento; DTSVI, diámetro tele-sistólico del ventrículo izquierdo; 

DTDVI, diámetro tele-diastólico del ventrículo izquierdo. La duración de la 

enfermedad, se considera desde el diagnóstico hasta el trasplante de 

corazón. 
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3.2. NIVELES DE ARNm DE LOS COMPONENTES DE GOLGI EN LA 

INSUFICIENCIA CARDIACA 

En el análisis de expresión a gran escala de las 32 muestras de tejido 

cardiaco utilizando la tecnología de RNA-seq, encontramos 2.894 genes 

expresados diferencialmente (p<0,05) en MCD, de los cuales 1.132 estaban 

sobreexpresados y 1.762 infraexpresados. Entre estos genes expresados 

diferencialmente, algunos de ellos estaban asociados con el transporte de 

vesículas del AG. Utilizando el programa ToppFun encontramos una 

categoría con 134 genes que correspondía al AG (Figura 44), dentro de la 

cual encontramos una categoría con los genes involucrados en la secreción 

de vesículas del AG (Figura 45, Tabla 13). Utilizando este conjunto de genes 

realizamos un heatmap y un hierarchical clustering del grupo MCD 

comparado con el grupo CNT, donde se observa una clara separación entre 

ellos (Figura 46). 

 
Figura 44. GO (Gene Ontology) de componentes celulares, que describe la localización a nivel 

de estructuras subcelulares y complejos macromoleculares, realizada con el programa 

ToppFun a partir de la lista de genes significativos (p<0,05) obtenida mediante RNA-seq del 

grupo con miocardiopatía dilatada. 
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Figura 45. Niveles de expresión de ARNm de los genes implicados en la secreción de 

vesículas del aparato de Golgi determinados por RNA-seq en el grupo de miocardiopatía 

dilatada. Los niveles del grupo control se han ajustado a 1. Los datos están expresados como 

la media ± SEM en expresión relativa de ARNm. #p<0,05, *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001 

vs grupo control. 
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Tabla 13. Lista de genes significativamente alterados en el transporte vesicular del aparato 

de Golgi en pacientes con miocardiopatía dilatada. 

GEN DESCRIPCIÓN MCD CNT P-valor 

AP1M1 Adaptor-related protein complex 1  1,33 ± 0,22 1,00 ± 0,18 p<0,001 

AP1S2 
Adaptor-related protein complex 1, 
sigma 2 subunit 

-1,38 ± 0,20 1,00 ± 0,34 p<0,05 

CHIC2 Cysteine-rich hydrophobic domain 2  1,51 ± 0,37 1,00 ± 0,70 p<0,05 

KIF13A Kinesin family member 13A  1,37 ± 0,31 1,00 ± 0,20 p<0,01 

LMAN2L Lectin, mannose-binding 2-like  1,58 ± 0,29 1,00 ± 0,25 p<0,0001 

PRKD1 Protein kinase D1  1,40 ± 0,33 1,00 ± 0,47 p<0,05 

SEC31A SEC31 homolog A  1,24 ± 0,16 1,00 ± 0,09 p<0,001 

SORT1 Sortilin 1  1,64 ± 0,32 1,00 ± 0,20 p<0,0001 

STX4 Syntaxin 4 -1,26 ± 0,15 1,00 ± 0,21 p<0,05 

STX5 Syntaxin 5 -1,27 ± 0,11 1,00 ± 0,25 p<0,05 

TRAPPC2 Trafficking protein particle complex 2  1,56 ± 0,30 1,00 ± 0,43 p<0,01 

TRAPPC4 Trafficking protein particle complex 4  1,27 ± 0,18 1,00 ± 0,34 p<0,05 

VAMP4 Vesicle-associated membrane protein 4 -1,27 ± 0,19 1,00 ± 0,24 p<0,05 

VPS41 Vacuolar protein sorting 41 homolog  1,26 ± 0,24 1,00 ± 0,31 p<0,05 

WIPI1 
WD repeat domain, phosphoinositide 
interacting 1 

 1,42 ± 0,31 1,00 ± 0,23 p<0,01 

Los datos están expresados como la media ± DE en expresión relativa de ARNm. MCD, 

miocardiopatía dilatada; CNT, controles. 
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Figura 46. Heatmap y hierarchical clustering basado en los valores de fold change que revela 

la existencia de dos grupos de muestras, cardiomiopatía dilatada (MCD) y controles (CNT), 

claramente separadas. Columnas, genes; filas, muestras. El color representa los niveles de 

expresión relativa de cada gen; azul: menor expresión; amarillo: mayor expresión. 
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3.3. NIVELES DE PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS EN LAS VESÍCULAS DEL 

APARATO DE GOLGI EN LA INSUFICIENCIA CARDIACA 

Para profundizar en los resultados obtenidos sobre los niveles de péptidos 

en tejido cardiaco total, aislamos las vesículas del AG de tejido ventricular 

izquierdo y analizamos por Western blot los niveles de proteína de los PN 

(BNP, ANP y CNP). Los niveles de estos tres péptidos se incrementaron en 

las vesículas del AG aislado de pacientes con MCD respecto CNT (BNP, 132 ± 

18 vs 100 ± 10, p<0,05; ANP, 207 ± 69 vs 100 ± 44, p<0,05; CNP, 154 ± 18 vs 

100 ± 29, p<0,01) (Figura 47 y Figura 48). 
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Figura 47. Niveles de expresión proteica de los péptidos natriuréticos en vesículas aisladas 

en los grupos de miocardiopatía dilatada (MCD) y control (CNT). A, BNP; B, ANP; C, CNP. Los 

valores del grupo CNT se ajustaron a 100. Los datos se expresan como la media ± SEM en 

unidades arbitrarias (densidad óptica) de tres experimentos independientes. *p<0,05, 

**p<0,01 vs grupo CNT. 
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Figura 48. Esquema hipotético de la secreción de los péptidos natriuréticos en los pacientes 

con miocardiopatía dilatada (MCD). CNT, control. 
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Previamente, de las tres fracciones obtenidas tras la ultracentrifugación, 

encontramos que la fracción 2 era la óptima para el estudio. Además, de ser 

la correspondiente al gradiente especificado por Graham & Winterbourne 

(227), contenía mayor cantidad del marcador establecido de Golgi GM130 

(245) y menos restos nucleares que se concentraban en el fondo, fracción 3 

(Figura 49). 

 
Figura 49. Western blots de GM130 y nucleolina en las 3 fracciones recogidas tras la 

centrifugación en gradiente. F1, fracción 1 (superior); F2, fracción 2; F3, fracción 3 (inferior). 

 

Por otra parte, los restos derivados de este aislamiento (previos y 

posteriores a la ultracentrifugación) no mostraron diferencias en cualquiera 

de los tres péptidos entre pacientes con MCD y CNT (Tabla 14). 

Tabla 14. Niveles de péptidos natriuréticos en los restos derivados del 

aislamiento de las vesículas del aparato de Golgi en pacientes con 

miocardiopatía dilatada (MCD) y controles (CNT). 

 BNP ANP CNP 

MCD 132 ± 68 109 ± 53 104 ± 35 

CNT 100 ± 68 100 ± 21 100 ± 31 

Los valores están normalizados a los del grupo CNT. Los valores del grupo 

CNT se establecieron 100. Los datos se expresan como la media ± DE en 

unidades arbitrarias (densidad óptica). 
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3.4. MORFOLOGÍA DE LAS VESÍCLAS DEL APARATO GOLGI EN LA 

INSUFICIENCIA CARDIACA 

La visualización de las vesículas mediante el microscopio electrónico de 

transmisión confirmó también la buena calidad del aislamiento en ambos 

grupos MCD y CNT (Figura 50A). 

Además, realizamos un estudio de la forma y el tamaño de las vesículas 

presentes en cada grupo (MCD, n=7.641; CNT, n=4.138). La densidad 

vesicular de los aislados (vesículas por µm2) fue mayor en el grupo MCD 

comparado con el CNT (10,52 ± 4,24 vs 7,98 ± 3,24, p<0,0001). El área de las 

vesículas fue significativamente menor en el grupo MCD (8.452 [4.226-

16.466] nm2 vs 8.981 [4.402-21.132] nm2, p<0,0001) y eran también más 

elipsoidales (0,94 [0,88-0,98] vs 0,95 [0,91-0,99], p<0,0001) que el grupo 

CNT (Figura 50B y Figura 48). Los coeficientes de variación (%) para la 

cuantificación, el área y el coeficiente de forma de las vesículas fueron 0,97 

± 0,53, 0,46 ± 1,03 y 0,25 ± 0,80 respectivamente, para la variación intra-

observador; y 2,29 ± 1,60, 1,16 ± 1,68 y 0,65 ± 1,35, respectivamente, para 

la variación inter-observador. 
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Figura 50. Visualización de vesículas aisladas de Golgi mediante microscopia electrónica de 

transmisión que muestra una disminución del tamaño del área de pacientes con 

miocardiopatía dilatada (MCD). A, vesículas de un individuo control (CNT) y de un paciente 

con MCD. La barra representa 500 nm; B, representación del área de las vesículas aisladas en 

cada grupo. Las cajas muestran la mediana (línea horizontal), rango intercuartílico (limites 

superior e inferior de las cajas) y el percentil 5 y 95 (barras de error), *p<0,0001. 
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3.5. RELACIÓN DE LA MORFOLOGÍA DE LAS VESÍCULAS DEL 

APARATO DE GOLGI CON LA FUNCIÓN VENTRICULAR IZQUIERDA 

Se determinó además si existía alguna relación entre la morfología de las 

vesículas del AG y los cambios en la función ventricular izquierda. Se 

observó una relación inversa significativa del área de las vesículas del AG 

con el DTDVI y el DTSVI (r=-0,828 y r=-0,844 p<0,05) y directa con la FE 

(r=0,873, p<0,01) (Figura 51). Además, el DTDVI y el DTSVI estaban también 

directamente relacionados con el número de vesículas (r=0,831 y r=0,803, 

p<0,05) y con el producto del área y el número (r=0,820 y r=0,784, p<0,05), 

estando el área de la vesícula y el número inversamente relacionados (r=-

0,846, p<0,05). 

 

Figura 51. Relación del área de las vesículas aisladas de tejido cardiaco de pacientes con 

miocardiopatía dilatada y la función ventricular. DTDVI, diámetro tele-diastólico del 

ventrículo izquierdo; DTSVI, diámetro tele-sistólico del ventrículo izquierdo; FE, fracción de 

eyección. 
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También, se determinó la relación entre los genes de transporte vesicular 

alterados y la función y morfología ventricular izquierda. Encontramos una 

relación inversa significativa entre AP1M1 y los DTDVI y DTSVI (r=-0,724 y 

r=-0,723, p<0,01); y directa con la FE (r=0,665, p<0,05) (Tabla 15). Del 

mismo modo, STX5 mostró una relación directa con el DTDVI (r=0,699 y 

p<0,05) y DTSVI (r=0,720 y p<0,01) e inversa con la FE (r=-0,627, p<0,05) 

(Tabla 15). 

Tabla 15. Relaciones de los genes de Golgi AP1M1 y STX5 con 

la función y la morfología ventricular izquierda en la 

miocardiopatía dilatada. 

GEN FE DTDVI DTSVI 

AP1M1 

r=0,665 

p=0,018 

r=-0,724 

p=0,008 

r=-0,723 

p=0,008 

STX5 
r=-0,627 

p=0,029 

r=0,699 

p=0,011 

r=0,720 

p=0,008 

FE, fracción de eyección; DTDVI, diámetro tele-diastólico del 

ventrículo izquierdo; DTSVI, diámetro tele-sistólico del 

ventrículo izquierdo. 

 

Asimismo, se realizó un análisis de regresión lineal múltiple, en el que se 

identificó al área vesicular, STX5 y el índice de masa corporal como 

predictores independientes de la FE, con una r2=0,975 (p<0,01). El número 

de vesículas y STX5 también fueron identificados como un predictor 

independiente del DTSVI (r2=0,919, p=0,01); y del DTDVI (r2=0,914, p<0,01). 
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1. PRODUCCIÓN DE LOS PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS Y 

MOLÉCULAS RELACIONADAS EN EL VENTRÍCULO IZQUIERDO 

DE PACIENTES CON INSUFICIENCIA CARDIACA 

La IC es causada por cualquier condición que reduzca la eficiencia del 

miocardio a través de daño o sobrecarga. Los PN juegan un importante 

papel en la regulación de la presión y el volumen sanguíneos (246). BNP es 

el más ampliamente estudiado en la IC; sin embargo, existen pocos estudios 

de ANP en tejido ventricular izquierdo, la mayoría de ellos investigan los 

cambios a nivel de ARNm (247, 248); mientras que algunos reportan 

importantes limitaciones (77). CNP, por su parte, ejerce efectos 

significativos fuera del sistema cardiovascular (97, 249, 250), sin embargo, 

poco se conoce sobre su papel en la IC. En el presente estudio, 

investigamos la expresión génica diferencial de los PN y sus moléculas 

relacionadas en tejido ventricular apical de pacientes con MCD y MCI 

mediante la técnica de RNA-seq. Este es el primer estudio con RNA-seq que 

analiza simultáneamente el grupo de genes implicados en los efectos 

biológicos de los PN en corazones humanos. Además, dado que los niveles 

de ANP en plasma están elevados en la IC, se ha sugerido que ANP podría 

originarse no solo en aurícula sino también en tejido ventricular izquierdo 

de estos pacientes (77, 247, 248, 251, 252), por lo que determinamos si los 

niveles de ANP plasmático podrían aumentar debido a la producción de 

ANP por el ventrículo izquierdo de estos pacientes, a través de los niveles 

proteicos de ANP y proANP y sus enzimas relacionadas (corina y furina) en 

el mismo tejido. 

Estudios previos han descrito un incremento de BNP tisular, tanto a nivel 

proteico como transcripcional, en pacientes con MCI (218). Nuestros 
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resultados concuerdan con estos hallazgos previos y muestran que el 

incremento génico también ocurre en la MCD, no encontrando diferencias 

entre las dos etiologías. En contraste, este incremento no estaba 

relacionado con un aumento en la expresión génica de las enzimas de 

escisión (CORINA y FURINA) o su receptor, NPR1. Los niveles plasmáticos de 

corina se han propuesto como nuevo biomarcador para el diagnóstico de la 

IC, ya que se han observado niveles inferiores en estos pacientes; esta 

reducción puede resultar en un deterioro de la escisión (253). También, se 

ha observado que la expresión de ARNm de CORINA esta disminuida en la 

aurícula (254, 255) y su sobreexpresión mejora el remodelado auricular 

(256). Demostramos que la expresión de ARNm de CORINA estaba infra-

regulada en el ventrículo izquierdo de pacientes con MCD y MCI. Estos 

datos sugieren que defectos en la expresión de CORINA podrían ser un 

importante factor que contribuye a la IC. 

Además, encontramos que el ARNm de NPR1 estaba disminuido en 

pacientes con MCD. Ensayos de la actividad enzimática de NPR1 en ratas 

con IC mostraron una reducción similar (257), posiblemente debido a la 

infra-expresión que nosotros observamos. Esta pérdida o disminución de la 

expresión génica está asociada con hipertensión esencial e hipertrofia del 

ventrículo izquierdo (180, 258). Podría ser que el sistema de NPR1 

moderara la repuesta cardiaca al estímulo hipertrófico, produciendo 

acciones antihipertróficas directas en el corazón. En conjunto, estos 

resultados sugieren que la reducción de NPR1 y las enzimas asociadas 

podría atenuar el efecto de la extensa producción de BNP en la IC. Esta 

hipótesis está apoyada por el hecho de que también encontramos una 
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sobre-regulación del ARNm de NPR3, el cual promovería la degradación de 

los PN. 

CNP fue descubierto más tarde que BNP, y aislado por primera vez en 1990 

(97). En los últimos años, se ha estudiado su posible papel en la IC y se ha 

propuesto como una nueva diana terapéutica. Estudios previos han 

mostrado alteraciones en los niveles peptídicos de CNP en tejido cardiaco, 

plasma y orina de pacientes con IC (259-261). Además, se han observado 

cambios en CNP a nivel de ARNm en plasma humano y ventrículo izquierdo 

de un modelo animal de IC (261, 262). 

Nuestros resultados están en concordancia con los estudios previos, ya que 

encontramos cambios en los niveles de ARNm de CNP en tejido ventricular 

apical de corazones de pacientes trasplantados con IC. Específicamente, 

observamos un incremento de los niveles de CNP en corazones con MCI 

comparado con CNT. Sin embargo, no observamos la misma tendencia en el 

grupo MCD. Esto es interesante, ya que CNP, junto con su receptor NPR3, 

se han propuesto como nueva diana en el tratamiento de trastornos 

cardiovasculares isquémicos (263). Se ha demostrado que esta vía 

representa un mecanismo de protección contra la lesión por 

isquemia/reperfusión, reduciendo el tamaño del infarto y manteniendo la 

presión de perfusión coronaria y la presión ventricular izquierda 

desarrollada en niveles preisquémicos (263). 

Los efectos positivos de CNP podrían ser debidos a la activación de NPR2, 

aunque la infra-expresión del ARNm de NPR2 se ha descrito en los 

ventrículos de cerdos enanos con IC inducida por estimulación (261). 

Estudios enzimológicos realizados en ratas han mostrado que la actividad 
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de NPR2 se mantiene e incluso se incrementa en la IC (257). Nuestros 

resultados no muestran variación en los niveles de ARNm de NPR2 en las 

cardiopatías estudiadas. Esta falta de cambio podría reducir la disminución 

de NPR1, ya que a altas concentraciones de péptido se produce reactividad 

cruzada (114, 264). 

Determinamos además la expresión de proANP y ANP mediante técnicas de 

Western blot y hemos encontrado ambas formas moleculares en tejido 

ventricular izquierdo de todos los grupos. Por tanto, concluimos que las 

formas de ANP están presentes en tejido ventricular adulto, aunque los 

niveles más altos se encuentren en etapas fetales y disminuyan durante el 

progreso de la gestación en corazones en desarrollo (77, 79, 265). También 

encontramos que la forma proANP predomina sobre la forma ANP en el 

grupo MCD, mientras que ocurría lo contrario en el grupo MCI. Esto es 

consistente con nuestro hallazgo de que corina estaba elevada en el grupo 

MCI pero no el grupo MCD. Previamente, se ha reportado que los cambios 

en los niveles de corina afectan a los niveles de proANP y ANP en plasma 

(253). Por tanto, mayores cantidades de enzima escindirán más proANP, 

incrementando los niveles de ANP. 

La bibliografía incluye estudios de aumentos de ARNm de proANP en 

ventrículo izquierdo, algo que podemos observar también con los 

experimentos de RNA-seq. Esta técnica proporciona una medida mucho 

más precisa de los niveles de transcritos que la tecnología de microarrays 

(266). Sin embargo, nuestras observaciones indican que no hay diferencias 

en los niveles proteicos de proANP y ANP en tejido ventricular izquierdo de 

estas dos etiologías comparados con CNT como es también el caso de CNP; 
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y BNP en la MCD. Además, un estudio reciente en un modelo animal 

experimental de IC, muestra niveles proteicos de ANP similares en 

ventrículo izquierdo comparado con CNT (254). Por lo que podría existir 

regulación a nivel del ARNm que prevenga que estos cambios sean 

observados a nivel proteico. En este sentido, Arora et al han descubierto 

recientemente que el microRNA-425 se une de forma específica de alelo a 

NPPA, actuando como un regulador negativo en la producción de ANP 

(267). Este mecanismo u otro similar podría estar sobre-expresado, 

produciendo la discrepancia entre los niveles de ARNm y proteína: 

indicando que al menos, en el área del ápex del ventrículo izquierdo donde 

recogemos nuestras muestras, la producción de PN no está incrementada. 

En consecuencia, el incremento de este péptido observado en plasma 

podría ser debido a su síntesis en otras áreas del miocardio. Sin embargo, 

Bloch et al observaron que la secreción de ANP difiere entre los 

cardiomiocitos de la aurícula y el ventrículo. Las células auriculares 

almacenan los péptidos en glándulas secretoras, mientras las células 

ventriculares rápidamente secretan el péptido después de su síntesis (79). 

En base a esto, especulamos que podría haber un incremento de la síntesis 

ventricular de PN no observable a nivel proteico debido a la rápida 

secreción a plasma, contribuyendo así a los elevados niveles del péptido en 

la IC. La producción de ANP en el ventrículo izquierdo revelaría que el 

incremento de los niveles plasmáticos no solo se debe a la distensión de las 

fibras auriculares si no que tal vez también a un potencial estrés de pared 

ventricular o una lesión isquémica focal. 

Estudios previos han establecido una correlación entre las formas de los PN 

en plasma (266, 268). En este sentido, encontramos una fuerte asociación 
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entre proBNP y BNP en ambas etiologías. Además proANP y ANP están 

asociados en el grupo MCD, pero sin embargo, esta correlación no se 

observó en el grupo MCI. Por ello, creemos que los altos niveles de corina 

podrían modificar la relación entre estos dos péptidos, lo que sería 

coherente con la correlación que encontramos entre ANP y corina en el 

grupo MCI. Además, encontramos una fuerte relación entre proANP y 

corina en ambas etiologías pero no con furina. Esto va en el mismo sentido 

que estudios previos que indican que corina puede procesar proANP y 

proBNP, aunque para el último de forma menos eficientemente, mientras 

que furina procesa solamente proBNP (91, 147). Sin embargo, existen pocos 

estudios de los niveles cardiacos del ARNm de FURINA, y estos muestran un 

incremento en las concentraciones en la aurícula (254, 269). Observamos 

un aumento en los niveles de furina en tejido ventricular izquierdo apical de 

pacientes con MCI, a pesar de que los niveles génicos están disminuidos en 

estos pacientes. Posiblemente debido a modificaciones post-

transcripcionales que tienen lugar en el ARNm de esta enzima. 

Por otra parte, la función ventricular izquierda está estrechamente 

relacionada con el remodelado ventricular que ocurre en la progresión de la 

IC, determinando su curso clínico. Un proceso de remodelado a largo plazo 

se convierte en perjudicial llevando a una descompensación cardiaca 

progresiva (270). En este sentido, encontramos que NPPC estaba 

inversamente relacionado con la FE y la FA en el grupo MCI, en otras 

palabras, mayor expresión del ARNm de NPPC está relacionada con la 

disfunción ventricular izquierda. Estos hallazgos apoyan el uso de NPPC 

como una nueva diana en el tratamiento de trastornos cardiovasculares 

isquémicos como se sugiere por sus efectos protectores sobre la lesión por 
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isquemia/reperfusión (263). Por tanto, nuestra observación puede 

proporcionar un nuevo enfoque para explorar el restablecimiento de la 

función ventricular de pacientes con IC. Además, los diferentes cambios de 

expresión dependiendo de la etiología podrían ser utilizados como 

herramienta diagnóstica. Por otro lado, también encontramos que corina 

estaba inversamente relacionada con la FE solo en el grupo MCI, por lo que 

mayores niveles de corina están asociados con el deterioro de la función 

ventricular izquierda. Esto coincide con nuestros datos ya que corina esta 

alterada significativamente en este grupo pero no en el grupo MCD.  

En resumen, este es el primer estudio que presenta datos de los niveles de 

ARNm de los genes de los PN y las moléculas implicadas en su biología 

mediante RNA-seq. Este estudio muestra una expresión diferencial del gen 

de CNP en tejido cardiaco de pacientes con MCD y MCI. NPPC y su 

endoproteasa FURINA cambian su expresión solo en tejido ventricular 

izquierdo de pacientes isquémicos. Ambos grupos presentan expresión 

elevada del ARNm de NPPA y NPPB; y de NPPC en el grupo MCI. Pero no 

observamos el incremento de sus niveles proteicos, lo que podría ser 

debido a una regulación posttranscripcional o a diferentes vías de secreción 

de los péptidos entre la aurícula y el ventrículo. Por otra parte, observamos 

diferencias entre las dos etiologías en los niveles de corina, indicando que 

podría existir un mecanismo molecular diferente que converja en este 

síndrome. Además, la función ventricular izquierda está inversamente 

relacionada con los niveles ventriculares de corina y NPPC en pacientes con 

MCI. Estos resultados podrían proporcionar nuevas opciones diagnósticas y 

terapéuticas específicas de la etiología de la IC.  
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2. SECRECIÓN DE LOS PÉPTIDOS NATRIURÉTICOS EN EL 

VENTRÍCULO IZQUIERDO DE PACIENTES CON INSUFICIENCIA 

CARDIACA 

En este estudio presentamos por primera vez el aislamiento de las vesículas 

del AG a partir de tejido cardiaco humano, lo cual ha sido esencial para el 

desarrollo de esta parte de la tesis doctoral y nos ha permitido ofrecer 

varias aportaciones al conocimiento de la biología de los PN. 

Principalmente, hemos proporcionado un papel al AG en la fisiología de los 

PN que afecta a su tráfico. 

El complejo de Golgi representa la estación central de procesamiento y 

clasificación proteica de la vía secretora. Y como se ha visto en modelos 

animales, la secreción de los PN parece depender de la ubicación cardiaca. 

En las aurículas, BNP se almacena en gránulos junto con ANP, mientras que 

en el ventrículo, la producción de BNP es regulada transcripcionalmente en 

respuesta a estados de estrés cardiaco, como la sobrecarga de volumen 

(76) y ANP se secreta rápidamente una vez sintetizado (79). CNP es menos 

conocido, pero al menos el CNP sintetizado en los condrocitos de rata es 

inmediatamente secretado al medio circundante sin almacenamiento 

intracelular (76, 99). En este sentido, y dado que hemos visto que los 

niveles proteicos de PN no se alteran en el tejido ventricular de pacientes 

con MCD, creemos que podría haber un aumento en la síntesis ventricular 

de PN no observable a nivel de proteína, debido a una mayor tasa de 

secreción a plasma, como resultado de una alteración en el AG de estos 

corazones patológicos. 
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En este contexto, tras confirmar por Western blot que los niveles de los 

péptidos en homogenado total de pacientes con MCD no estaban elevados, 

fuimos capaces de aislar vesículas secretoras del AG, que contenían 

mayores niveles de PN en el grupo de pacientes con MCD. Esto sugiere que 

existe una alteración general de la secreción de PN ya que los tres péptidos 

están elevados en plasma de pacientes con IC (1, 2, 271). A menudo, es 

importante aislar componentes de la célula para estudiar su estructura, 

composición o función en detalle. En este sentido, se muestra por primera 

vez el aislamiento de las vesículas del AG a partir de tejido cardiaco 

humano. Simplificar el complejo entorno subcelular nos permitió investigar 

los niveles de PN y la morfología de las vesículas fuera del complejo entorno 

del cardiomiocito. 

Además, nuestra hipótesis de alteración de la dinámica de la secreción de 

los PN también es apoyada por las variaciones encontradas en la morfología 

de las vesículas. Se observó una diferencia entre los grupos de MCD y CNT, 

similar a lo que otros autores han observado anteriormente en otros tipos 

de vesículas (272). Encontramos vesículas de menor tamaño y más 

elipsoidales en el grupo de MCD que podría indicar una mayor tasa en la 

producción de vesículas para una rápida secreción, incrementando los 

niveles plasmáticos de PN, característico de estos pacientes. La tasa de 

producción y secreción afectaría, en parte, a la forma y el tamaño de las 

vesículas responsables de la secreción de todas las proteínas, siendo el área 

de las vesículas predictor independiente de la FE y el DTSVI en estos 

pacientes, por tanto, vesículas más pequeñas están asociadas con 

empeoramiento de la función. Estos resultados concuerdan con la 

morfología de las vesículas del grupo CNT; que son más grandes y esféricas. 
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Además, comprobamos a través de un cribado de expresión a gran escala 

mediante RNA-seq que tal alteración en los componentes del AG existía. 

Encontramos 134 genes alterados relacionados con el AG, 15 de los cuales 

estuvieron involucrados en la secreción vesicular y no habían sido descritos 

previamente en MCD. Estos resultados podrían ser responsables de la 

alteración que observamos en la secreción de los PN, ya que la intensa 

investigación morfológica del AG (273) en la IC ha demostrado previamente 

en modelos animales que su tamaño y complejidad se incrementan en 

cardiomiocitos (204-206) y también, que los gránulos de secreción que 

contienen los PN sufren alteraciones en este síndrome (205-207). Por otro 

lado, se destaca la relación de los genes de Golgi AP1M1 y STX5 con la 

función ventricular izquierda. Así, ambos genes podrían haber alterado su 

expresión con el fin de disminuir los diámetros ventriculares y, por tanto, 

mejorar la función ventricular, destacando la participación de estos nuevos 

genes alterados en la enfermedad cardíaca dilatada. STX5 es también un 

predictor independiente de la FE y los DTSVI y DTDVI en estos pacientes. 

En la IC, aumenta la demanda de PN para regular la homeostasis del 

volumen y la presión sanguíneas. Esta demanda se traduce en un aumento 

de los factores de transcripción que regulan su expresión, como nuestro 

grupo observó previamente con GATA4 en la MCD (274); y una síntesis más 

rápida de PN que se ha atribuido al estrés del RE (275). Además, existen 

cambios en la respuesta al estrés del RE y la conformación de las proteínas, 

donde la mayoría de los componentes se incrementan en MCD (276). 

También se ha sugerido que ante una gran cantidad de proteína, el AG 

activa una vía de respuesta al estrés que induce la transcripción de genes 

implicados en su función (277), donde este estrés puede causar las 
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alteraciones que hemos observado en los componentes del AG en la MCD, y 

también los cambios en el número y la morfología de las vesículas para 

responder a la demanda creciente de PN. 

En resumen, encontramos un aumento en las concentraciones de PN en 

vesículas del AG, no observables en tejido total, mediante un 

procedimiento no llevado a cabo en humanos hasta ahora. Por otra parte, 

encontramos cambios en la expresión génica de los componentes del AG, 

así como en el número y la morfología de sus vesículas que se relacionan 

con la función ventricular izquierda y la tasa de secreción de los PN. Estos 

hallazgos proporcionan a este orgánulo un papel importante en la biología 

de los PN, regulando el régimen de secreción al que están sometidos estos 

pacientes; y en el proceso de adaptación cardiovascular morfológica y 

funcional que experimentan. 
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1. En nuestro grupo de pacientes con insuficiencia cardiaca los niveles 

génicos de ANP, BNP y el receptor NPR3 se encuentran elevados y 

los niveles de CORINA disminuidos sin que se detecte variación en 

la expresión proteica de ANP y CNP tisular. 

2. Solo en los pacientes con miocardiopatía isquémica la expresión 

génica de CNP y la expresión proteica de corina reflejan el deterioro 

de la función ventricular izquierda. Además muestran elevación de 

la expresión de BNP, corina y el ARNm de CNP y disminución del 

ARNm de FURINA, indetectable en el resto de pacientes afectos del 

síndrome. 

3. Hemos aislado por primera vez las vesículas del aparato de Golgi de 

tejido cardiaco en las cuales detectamos un importante incremento 

de la concentración de péptidos natriuréticos ANP, BNP y CNP, a 

diferencia de lo que ocurre cuando estudiamos todo el tejido 

miocárdico. 

4. Encontramos cambios en la expresión génica de los componentes 

del aparato de Golgi implicados en la secreción, así como, de sus 

vesículas que reflejan en su número y morfología el deterioro 

funcional y el aumento de tráfico de péptidos natriuréticos hacia el 

plasma. 
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