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INTRODUCCION

1. LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), es decir, del corazon y de los
vasos sanguineos, son hoy por hoy segin la Organizacion Mundial de la Salud
(OMYS), la principal causa de muerte en todo el mundo. Se calcula que en 2008
murieron por esta causa 17,3 millones de personas, lo cual representa un 30% de
todas las muertes registradas en el mundo, y se prevé que en 2030 moriran cerca de
25 millones de personas por ECV, sobre todo por cardiopatias coronarias y

accidentes cerebro vasculares (AVC).

En Espafia, seglin el Instituto Nacional de Estadistica (INE), las patologias
cardiovasculares contintian siendo la principal causa de muerte a pesar de que su
incidencia haya bajado respecto a datos de 2009 debido a una mayor conciencia
social respecto a los factores de riesgo y a las mejoras médicas respecto a los

tratamientos [1].

Los ataques al corazon y los accidentes cerebro vasculares (AVC) suelen ser
fenomenos que se deben sobre todo a obstrucciones del flujo sanguineo hacia el
corazdn o el cerebro, y la causa mas frecuente es por la formacion de depdsitos de
grasa en las paredes de los vasos. Pero ademas de las cardiopatias coronarias y AVC
existen otras ECV como son la arteriopatia periférica, la cardiopatia congénita, la

cardiopatia reumatica y la trombosis venosa profunda y embolia pulmonar.
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1.1 FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Las ECV son enfermedades multifactoriales para las que se han descrito un
gran numero de factores de riesgo asociados con su prevalencia. Las causas mas
importantes de cardiopatia y AVC son una alimentacion no saludable, la inactividad
fisica, el consumo de tabaco y el consumo abusivo de alcohol [2]. Todos estos
factores de riesgo son modificables y por tanto prevenibles, y ademas son
responsables de aproximadamente un 80% de los casos de cardiopatia coronaria y
enfermedad cerebrovascular. Existen otros factores de riesgo modificables
importantes como son la elevada presién sanguinea, asociada con ictus, la obesidad
y la diabetes. Factores sociales y de comportamiento como la depresion, el estrés e

incluso el nivel socioecondmico bajo aumentan también el riesgo de sufrir ECV.

Los niveles plasmaticos elevados de colesterol procedente de LDL
habitualmente se asocian con niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL)
y constituyen el principal factor de riesgo cardiovascular [3-5]. A la vez, altos
niveles de triglicéridos en plasma también se asocian con enfermedad arterial
coronaria [6, 7]. Ademas patologias como la diabetes y la obesidad se asocian

también con problemas de hiperlipidemias que aumentan el riesgo de ECV.

Existen otros factores de riesgo clasificados como no modificables que
también juegan un rol importante en el desarrollo de una ECV como son la edad
avanzada, la heredabilidad por parte de alglin pariente directo con ECV, el sexo y la

raza o etnia.
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2. ATEROSCLEROSIS Y TROMBOSIS

Arteriosclerosis es el término general que se utiliza para abarcar diversas
enfermedades caracterizadas por el remodelado y engrosamiento de las paredes
arteriales que pierden asi su elasticidad. La mas prevalente de estas enfermedades es
la aterosclerosis, donde especialmente en arterias de mediano y gran calibre se
produce la disfuncion del endotelio debido a una lesion inicial que altera su
permeabilidad y que permite la difusion pasiva al espacio subendotelial de material
lipidico, tejido fibroso, depdsitos de calcio y otros productos sanguineos [8]. Esto
provoca la formacion de la placa de ateroma mediante un engrosamiento de la capa

intima de las arterias y una disminucion del diametro del lumen arterial.

Las lesiones aterosclerdticas progresan de forma asintomadtica durante
décadas haciendo que estos vasos se vuelvan menos flexibles y reduciendo aun mas
el lumen arterial con lo que disminuye el flujo sanguineo pudiendo llegar a
ocasionar episodios isquémicos locales ¢ distales de la zona de estrechamiento, ya
sea en el corazon (arterias coronarias), en el cerebro (cardtidas, cerebrales y
vertebrales) o en las extremidades inferiores (aorta, iliaca y femorales). Los
episodios donde se reduce la luz del vaso drasticamente por erosion de la placa o
rotura y la formacién de un trombo por efecto de la exposicion a ciertos factores
procoagulantes al torrente sanguineo, tienen repercusiones clinicas tan importantes
como el infarto de miocardio y cerebral o la claudicacion y gangrena de las

extremidades inferiores [9].

El concepto de aterotrombosis, engloba las dos manifestaciones, tanto el
remodelado y engrosamiento de la pared arterial con formacion de placas de
ateroma, como la formacion del trombo por rotura de la placa, mostrando los ligadas

que se hayan en la enfermedad vascular.
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En el corazdn, la aterosclerosis en las arterias coronarias y los trombos
segun ocluyan de forma transitoria o de forma estable, pueden producir eventos
isquémicos provocando anginas de pecho o infartos agudos de miocardio. Ademas,
la reducciéon del suministro de oxigeno y nutrientes en la pared de las arterias
coronarias y en el tejido cardiaco puede generar necrosis y alteraciones en el

metabolismo celular.

2.1 LA PARED VASCULAR

La estructura de la pared arterial normal estd compuesta por tres capas:

intima, media y adventicia (Figura 1.).

La capa mas interna de la arteria es la capa intima y est4 constituida por una
monocapa de células endoteliales, que revisten la luz del vaso llamada endotelio, y
una matriz subendotelial, compuesta principalmente por proteoglicanos y colageno.
Debajo, la capa intima esta rodeada por una lamina elastica interna. El endotelio
funciona como una barrera selectiva al ser una capa semipermeable manteniendo la

homeostasis vascular, regulando el intercambio de moléculas y el tono vascular [10].
ENDOTELIO / Ve TAY A ESPACIO SUBENDOTELIAL

LAMINA
ELASTICA
INTERNA

. > 1
e - e B S -~ |

Figura 1. Esquema de la estructura de la pared vascular. [11].
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Mas externa que la intima y separada della por la lamina elastica interna se
encuentra la capa media, que esta compuesta por células musculares lisas vasculares
(VSMC). Esta capa también estd formada por una matriz extracelular compuesta por
colageno, elastina y proteoglicanos que rodea las células. Las células VSMC se
encargan de mantener el tono vascular y sostener la pared arterial. Esta capa esta
limitada exteriormente por la lamina elastica externa que permite el paso en ambas

direcciones.

La adventicia es la capa mas externa y estd formada por fibroblastos,
colageno, proteoglicanos y algunas VSMC. A esta capa de tejido conjuntivo llegan

los vasos sanguineos para el aporte de nutrientes y el metabolismo de la pared.

2.2 FISIOPATOLOGIA DE LA ATEROSCLEROSIS

El origen y las causas de la enfermedad aterosclerdtica han intentado ser
explicados a lo largo del tiempo mediante diferentes teorias e hipdtesis como la
hipotesis trombogénica o la hipotesis lipidica. Actualmente la hipotesis de respuesta
crénica al dafio formulada por Ross y Glomset en 1976 es la mas extendida. Esta
hipotesis explica la aparicion de las lesiones aterosclerdticas como consecuencia a

una lesion en el endotelio vascular [11, 12].
Hoy en dia, los investigadores estan de acuerdo en que los factores claves en

el desarrollo y progresion de la enfermedad aterotrombdtica son la inflamacion

crénica, la disfuncién endotelial y la hiperlipidemia [13, 14].
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2.2.1 DISFUNCION ENDOTELIAL

La disfunciéon endotelial estd determinada por la aparicion y exposicion
continuada a distintos factores que pueden alterar la homeostasis y la funcion normal
del endotelio. La disfuncion aparece a nivel local principalmente en zonas donde hay
cambios de velocidad y turbulencia del torrente sanguineo, asi como estrés
oxidativo, y se promueve por la presencia de factores de riesgo cardiovascular como

el tabaco, la hipertension o los altos niveles de colesterol en sangre [15].

La pérdida de la funcion del endotelio se caracteriza por un incremento en la
permeabilidad del mismo, la produccion de citoquinas, la disminucion de la
produccién del vasodilatador 6xido nitrico (NO) y el incremento en la sintesis de
vasoconstrictores como la endotelina-1 o la angiotensina II. Debido a la disfuncion
también las lipoproteinas circulantes se infiltran en la intima y pueden sufrir
procesos de modificacién. La reduccion de la biosintesis del vasodilatador NO
ademas, impide la inhibicién por parte de esta molécula de eventos clave en el
desarrollo de la aterosclerosis como la adhesion y agregacion de plaquetas, adhesion
y migracidon de leucocitos y células musculares, originando procesos inflamatorios

que si no se neutralizan continuaran indefinidamente [16-18].

2.2.2 INICIO DE LA LESION

La lesidn aterosclerdtica comienza como una estria grasa o depdsito inicial
de lipidos y células blancas en la zona de la intima arterial debido al aumento en la
permeabilidad del endotelio (Figura 2.) [19]. Los lugares donde se interrumpe el
flujo normal sanguineo debido a una curvatura o ramificacidén arterial suelen
presentar mayor predisposicién a la disfuncion endotelial y a la formacién de
lesiones ya que las modificaciones del flujo que presentan provocan un aumento de

las moléculas de adhesion endotelial [20]. La disfuncion del endotelio permite el
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paso de las LDL circulantes al espacio subendotelial, donde retenidas por la accion
de los proteoglicanos de la matriz extracelular [21], sufren modificaciones como la
oxidacion o agregacion. Entre otras cosas, las LDL modificadas ademaés estimulan la
produccién de citoquinas y quimioatrayentes por las células endoteliales, como la
proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) o la IL-8 [22-24], que median una
respuesta inflamatoria que produce la migracion de los leucocitos, como los
monocitos o los linfocitos T, hacia el espacio subendotelial. Los linfocitos T migran
tras un posible contacto con células dendriticas en los nddulos linfaticos locales que
les presentan antigenos relacionados con la aterosclerosis [25]. En modelos animales
también se observd que dietas ricas en colesterol y triglicéridos promueven la
inflamacion al inducir VCAM-1, importante molécula de adhesion para monocitos y

linfocitos T en las placas de ateroma nacientes [26].

Colesterol elevade Tabaquismo Hipertension arterial

Disfuncion endotelial

Arteria Estria Lesion Ateroma Placa de Placa de
normal grasa intermedia ateroma fibrosa ateroma rota

| N
Isquemia

o
Infarto

Sangre

|
+
i

Hasta los 20 anos ‘ ' A partir de los 30 afios | I A partir de los 40 anos
Crecimiento principalmente por Formacion de
acumulacion de lipidos trombo

Figura 2. Inicio y progresion de la lesién aterosclerdtica.

Los monocitos en la intima se diferencian a macrofagos, por la presencia de
moléculas como el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) [27, 28],
que internalizan y acumulan el colesterol esterificado (CE) de lipoproteinas
modificadas a través de sus receptores scavenger, como scavengerA 'y CD36, que

los convierten en células espumosas [29]. Ademas los macréfagos maduros
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incrementan también la expresion de receptores Toll-like que reconocen patrones
moleculares asociados a patdgenos y estimulan respuestas inflamatorias [30]. Las
células espumosas secretan citoquinas proinflamatorias (interleuquinas IL-1 e IL-6,
y el factor de necrosis tumoral (TNF)), mediadores vasoactivos (NO) y especies

reactivas de oxigeno (ROS) que perpetiian el proceso inflamatorio local [31].

Los linfocitos T en la intima interaccionan con los macrofagos que les
presentan antigenos. Pueden reconocer patrones derivados de lipoproteinas
modificadas y asumir entonces dos tipos de activacion, proinflamatoria o
antiinflamatoria. La activacion proinflamatoria es llevada a cabo por los linfocitos
T-helper 1 (Thl) que suelen predominar en las lesiones aterosclerdticas [32] pues
pueden migrar y activar macréfagos mediante la secrecion de interferon y (IFN- vy)
para promover la inflamacion. Por el contrario las citoquinas IL-4 e IL-13 propias de
los linfocitos T-helper 2 (Th2) inducirian una activacion alternativa de los

macrdofagos de carécter antiinflamatorio.

La progresion de la placa de ateroma vendra controlada por el balance entre
actividad proinflamatoria y antiinflamatoria pues a pesar de la importancia de las
citoquinas proinflamatorias en la aterogénesis existen otras citoquinas como la IL-10
[33] o el TGF-B [34] que presentan actividad antiinflamatoria y son producidos por
los linfocitos T-reguladores asi como los anticuerpos con actividad

antiaterosclerotica producidos por los linfocitos B [35].

2.2.3 PROGRESION DE LA LESION

La estria grasa evoluciona y progresa a placa de ateroma si los factores que
promueven su formacidn persisten, principalmente la inflamacion, la migracion de

las VSMC y la acumulacién lipidica en macrofagos y VSMC.
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La presencia de células espumosas y lipoproteinas en la pared vascular
desencadena mecanismos inmunitarios como el reclutamiento de linfocitos T que
perpetian la respuesta inflamatoria gracias a la liberacion de citoquinas,
metaloproteasas de la matriz extracelular (MMP) y factores procoagulantes como el

factor tisular (FT) [36].

Las VSMC migran hacia la intima, inducidas también por las citoquinas de
las células proinflamatorias, y proliferan generando matriz extracelular (colageno,
glucoproteinas, proteoglicanos y elastina [37] en el subendotelio y formando una
capa fibrosa [38]. La migracion de las VSMC también esta favorecida por las MMP
que secretan los macrofagos que eliminan la barrera de la lamina basal [39]. La
matriz extracelular generada favorece ademas la retencion y modificacion de las
lipoproteinas, que las VSMC captan y acumulan en su interior convirtiéndose en
células espumosas [40]. Ademads la sobreexpresion de ciertos receptores por parte de
las VSMC las lleva a captar LDL agregadas (LDLag) a través del receptor de las
LDL-1 (LRP1) [41] o las LDL oxidadas (LDLox) a través del receptor de las LDLox
tipo lectinas-1 (LOX-1) [42]. Pese a contribuir a la formacion del nucleo lipidico al
internalizar el colesterol de las lipoproteinas, las VSMC también presentan un papel
estabilizador de la placa importante al producir una capsula fibrosa alrededor del
nucleo lipidico que lo puede proteger de rotura [43]. Por otro lado la proliferacion y
sintesis de tejido conectivo disminuye la luz del vaso. Las VSMC producen MMP
que degradan la matriz extracelular y permiten la migracion y proliferacion de las

VSMC.

2.2.4 COMPLICACION DE LA LESION

El proceso aterosclerdtico se complica con la posible rotura de la placa de
ateroma dando lugar a la liberacion del material del nucleo lipidico, que es altamente

trombogénico, al torrente sanguineo [8].
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La estabilidad de la placa esta comprometida a su composicion. Las que
presentan mayor contenido en lipido son las que presentan mas complicaciones
clinicas al resultar menos estables pues cuanto mayor es el componente lipidico de la
placa, menor es el grosor de la cubierta fibrosa, aumentando asi su vulnerabilidad
[44]. Sin embargo las que presentan menor contenido lipidico suelen ser mas

fibrosas y por tanto de mayor resistencia a rotura.

Si la rotura de la placa ocurre, se activa la via extrinseca de la coagulacion
que rapidamente inicia la adhesién y activacion plaquetar sobre la lesion,
desencadenando un trombo. El trombo es una estructura heterogénea compuesta
entre otras cosas por fibrina, eritrocitos, plaquetas, leucocitos e incluso restos de
células apoptoticas procoagulantes La rotura puede ser oclusiva y tener
consecuencias clinicas al producir procesos isquémicos en diferentes drganos, o ser
no oclusiva y asintomadtica pudiendo llegar a reabsorberse el trombo mediante una
trombolisis enddégena donde las VSMC proliferan y generan matriz extracelular

dando a la lesion un caracter mas fibroso y haciéndola mas estable [36].
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3. LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas son complejos macromoleculares compuestos por una
parte lipidica y una parte proteica (apolipoproteina) que se encargan de transportar
lipidos en la sangre por el organismo. Son estructuras esféricas formadas por un
nucleo interno hidréfobo de colesterol esterificado (CE) y triglicéridos (TG), y una
cubierta externa compuesta por fosfolipidos, colesterol libre y apolipoproteinas. Las
diferentes apoproteinas tienen un papel muy importante en el metabolismo lipidico,
pues aparte de estabilizar los lipidos en un entorno acuoso como es la sangre, sirven
para que los diferentes receptores lipoproteicos reconozcan e identifiquen las

lipoproteinas (Figura 3.).

TGyCE

Colesterol

Apolipoproteinas

", H,

Fosfolipidos

Figura 3. Composicion y estructura de una lipoproteina. Los fosfolipidos, colesterol libre y apolipoproteinas se

localizan en el exterior de la particula. En el interior se encuentran los triglicéridos y ésteres de colesterol.

Existen cuatro tipos principales diferentes de lipoproteinas segun su
composicion lipidica y proteica, lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas
de baja densidad (LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y
quilomicrones (QM). Aunque existe un quinto tipo de lipoproteina con densidad

intermedia (IDL), habitualmente se engloba dentro de las VLDL. Los dos tipos de

31



INTRODUCCION

lipoproteinas mas abundantes en el plasma son las LDL y las HDL, que se encargan

de la mayor parte del transporte de colesterol. Los QM y las VLDL son las

principales lipoproteinas transportadoras de TG (Tabla 1.).

FRACCION QM VLDL LDL HDL
A-L, A-11, B-48, C-I, B-100, C-1, C-11, A-L, A-11, C-1, C-11,
APOLIPOPROTEINAS C-II, C-IIL, E CLIL E B-100 C-IL D, E
% 2 7 21 46
TRIGLICERIDOS % 81 52 9 8
COLESTEROL % 9 22 47 19
FOSFOLIPIDOS % 8 19 23 27
DIAMETRO (mm) Hasta 500 25-70 20-25 8-11
DENSIDAD (g/mL) <0,96 0,96-1,019 1,019-1,063 1,063-1,210
ORIGEN Lipidos de la dieta Lipidos hepaticos A partir de las VLDL | Lipidos de los tejidos
roxcioy | Temwaios 1006 | Tompolee 6 T ey

la dieta

higado

periféricos

colesterol al higado

3.1 METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS

Tabla 1. Clasificacion, composicion y funcion de las lipoproteinas.

El metabolismo de las lipoproteinas puede ser a través de dos vias

diferentes: exdgena y endogena. La via exdgena se encarga de la captacion de los

lipidos procedentes de la dieta y de su distribucion a los diferentes tejidos del

organismo. La via endogena, por su parte, es la responsable del transporte de los

lipidos sintetizados por el propio organismo en estado de ayuno.

3.1.1 QUILOMICRONES

Los lipidos procedentes de la dieta, tras ser hidrolizados parcialmente por

enzimas lipoliticas en la luz del intestino, son absorbidos por las células intestinales

o0 enterocitos y empaquetados en QM. Estas particulas de gran tamaifio,

principalmente formadas por triglicéridos de origen exdgeno, se secretan en un
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primer momento al sistema linfatico y posteriormente entran en la circulacion
sanguinea [45, 46]. Los QM secretados presentan apo B-48 y apo A, y en circulacion

adquieren apo C y apo E de las HDL.

En los tejidos, la enzima lipoproteina lipasa (LPL) endotelial hidroliza los
TG, procedentes de los QM, liberando los acidos grasos (AG) [47] que atraviesan el
endotelio y son captados por las células como fuente de energia (corazoén y musculo
esquelético) o para su almacenamiento (tejido adiposo) (Figura 4.) [45]. La
internalizacion celular de AG puede ocurrir a través de receptores, como el CD36

[48], o mediante difusion [45, 49, 50].

Como consecuencia de la hidrolisis de los TG, los QM se transforman en
remanentes de QM, que presentan un tamafio menor y ceden apo A y C a las HDL.
Ademas, los QM remanentes, a diferencia de los QM, estan enriquecidos en CE, apo
B48 y apo E. Los remanentes de quilomicrones finalizan su catabolismo en el
higado gracias a la lipasa hepatica y la LPL que media la interaccion entre los
remanentes y sus receptores, entre los que estan los proteoglicanos heparan sulfato
(HSPQG), el receptor de las LDL (LDLR, receptor de apo B-100 y apo E) y el LDL
receptor-related protein-1 (LRP1, receptor de apo E) [45, 51-54]. La apo E es
esencial para el aclaramiento de remanentes por parte del higado ya que en estudios
con ratones apo E-/- se observd una acumulacion masiva de remanentes [55] y sus
residuos con carga positiva facilitan su captacion por los receptores hepaticos [45]
[51, 56]. El receptor scavenger-B1 participa también en el reconocimiento inicial de
los remanentes de QM y facilita su captacion e internalizacion por receptores como

el LDLR (Figura 5.) [57, 58].
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3.1.2 LIPOPROTEINAS DE MUY BAJA DENSIDAD (VLDL)

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) se generan en el higado
[59] y son las responsables del transporte de lipidos de sintesis enddgena en el
higado. Las VLDL se caracterizan por la apolipoproteina principal que las forma, la
apo B-100 y su componen lipidico fundamental, los TG. Las VLDL secretadas a la
circulacién desde el higado adquieren apo C y apo E de las HDL, al igual que los
QM, y transportan sus TG hacia los tejidos extrahepaticos donde seran hidrolizados
a AG por la LPL endotelial [47] e internalizados en las células a través del receptor

CD36 [48].

Grasa de Y
ldistn S Sangre Tejido Periferico
(0" Intestino g
ABCAl
M 08¢ Colesterol
’ @0 libre
Acidos grasos Acidos grasos Apo A-1
Mdisculo Tejido

J— adiposo Y
- éi‘)} o CE. \,§>o

Macréfago

Trigliceridos

O Colesterol
%o‘b et

Figura 4. Esquema del metabolismo de las lipoproteinas. El intestino absorbe las grasas de la dieta y las
empaqueta en forma de QM, que son transportados a los tejidos periféricos a través de la sangre. En el musculo y
tejido adiposo la LPL hidroliza los QM a acidos grasos para su captacion. Los remanentes de QM son finalmente
metabolizados en el higado. Las VLDL son producidas en el higado y transportan colesterol de sintesis endogena.

Las VLDL se transformaran en LDL por medio de la LPL en tejidos extrahepéticos. Las LDL seran captadas por el
higado via el LDLR. Las HDL generadas en el higado captan colesterol en tejidos periféricos a través del
transportador ABCA-1. El colesterol de las particulas HDL nacientes se esterifica por la accion de la LCAT,
originando la HDL madura. Las HDL también transfieren colesterol a las VLDL y LDL con el enzima CEPT.
Finalmente las HDL son recaptadas por el higado a través del receptor SR-BI [60].
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Las proteinas de transferencia de ésteres de colesterol (CEPT) median el
intercambio de TG de las VLDL por CE de las HDL (Figura 4.). Ademas, las VLDL
también ceden apo C a las HDL. La accion combinada de la LPL y de las CEPT
transforma las VLDL en VLDL remanentes o lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL). Las IDL se encuentran enriquecidas en CE, y conservan la apo B-100, la apo
C y la apo E. Una parte de estos remanentes atravesaran la barrera endotelial gracias
a su pequefio tamafio y seran captados en el higado, gracias a la apo E, mediante los
receptores LDLR, LRP1, o los HSPG (Figura 5.) [56, 61], tal y como ocurria con los
remanentes de los QM, y otra parte seguirdn en circulacion, perderan laapo Ey Cy

se haran mas densas transformandose en LDL.

Remanente de QM/VLDL

L.

CAPILAR

Célula Endotelial

Célula Endotelial -

HSPG

HEPATOCITO
LDLR

Figura 5. Esquema de la eliminacién hepatica de lipoproteinas remanentes. El ligando apo E permite que las

lipoproteinas remanentes se una rapidamente al LDLR, al HSPG o a la colaboracion HSPG-LRP1.
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3.1.3 LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LDL)

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) contienen s6lo la apo B-100 como
unica apolipoproteina y son ricas en colesterol libre y colesterol esterificado. La
mayoria de las células pueden sintetizar el colesterol, pero su produccion se da a
nivel hepatico normalmente, desde donde es distribuido por las LDL al resto del
organismo. Estas lipoproteinas, en condiciones normales, son captadas por las
células a través del receptor de las LDL gracias a la apo B-100. La acumulacion
intracelular de colesterol esta regulada en funcidn de las necesidades de la célula. La
captacién de LDL por el LDLR, liberando el colesterol dentro de la célula, inhibe la
sintesis endogena de colesterol mediante la inhibicion de la HMG-CoA reductasa, y
regulando a la baja la transcripcion del LDLR para la autorregulacion del contenido
de colesterol celular. Dentro de la célula el colesterol libre promueve la actividad de
la enzima acil-CoA colesterol acil transferasa (ACAT) que lo esterifica para su
almacenamiento. Las LDL son finalmente eliminadas de la circulacion al ser

captadas, a través del LDLR, por el higado [62, 63].

Existe una porcién del colesterol LDL que sufre procesos de modificacion
que transforma las lipoproteinas. Estas modificaciones hacen que estas LDL
modificadas sean captadas por receptores diferentes al LDLR y que no estan
regulados negativamente por el colesterol intracelular, jugando un papel crucial de

patologias como la aterosclerosis.

3.1.4 LIPOPROTEINAS DE ALTA DENSIDAD (HDL)

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) son sintetizadas y secretadas en el
higado y en el intestino, y participan en el transporte reverso de colesterol desde los
tejidos hasta el higado [64]. En su forma naciente o inicial estan constituidas por apo

A-I, lecitinas y en menor proporcion por colesterol y triglicéridos. Las HDL
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nacientes se dirigen hacia los tejidos extrahepaticos para captar colesterol libre
mediante el receptor ABCA-1 (ATP-binding cassette-1) e incrementar su tamafo. El
colesterol recogido se esterifica por la accion de la enzima lecitina colesterol acil
transferasa (LCAT) y se acumula originando la HDL madura. El colesterol de las
particulas HDL maduras puede regresar al higado a través de su transferencia hacia
las VLDL y LDL gracias a la CEPT, o mediante su captacion selectiva por el
receptor scavenger-B1 [65]. Una vez las HDL estan libres de CE pueden comenzar

el ciclo de nuevo.

3.2 HIPERLIPIDEMIA

Hoy en dia, los investigadores estan de acuerdo en que uno de los factores
de riesgo en el desarrollo y progresion de la enfermedad aterotrombética es la

alteracion de la homeostasis lipidica y la hiperlipidemia [13].

3.2.1 HIPERCOLESTEROLEMIA

La hipercolesterolemia es uno de los principales factores de riesgo
cardiovascular relacionado con la aterosclerosis. El organismo obtiene colesterol a
través de dos vias: la via exdgena y la via endogena. En la enddgena, aunque la
mayoria de las células pueden sintetizar colesterol, éste suele ser de origen hepatico

principalmente, y en la exdgena proviene de los alimentos presentes en la dieta.

Las lipoproteinas LDL son las principales transportadoras de colesterol en el
organismo y su concentraciéon en plasma se correlaciona positivamente con la
incidencia y riesgo de enfermedad cardiovascular [3-5]. De hecho, en modelos
animales, la hipercolesterolemia es suficiente para inducir aterosclerosis sin

necesidad de otros factores de riesgo adicionales [66, 67]. En condiciones de
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hipercolesterolemia, las LDL se acumulan en la circulacion sanguinea al estar

cubiertas las necesidades celulares de colesterol.

Los niveles de colesterol intracelular se regulan negativamente por los
factores de transcripcion SREBP (sterol regulatory element binding proteina) [68].
Cuando el colesterol se acumula en las células, se inhibe la actividad de los SREBP
y la transcripcion de sus genes diana [69, 70]. El LDLR esta regulado positivamente
por los SREBP de tal forma que la acumulacion de colesterol por las células inhibe
la expresion del LDLR [71]. Por otro lado los SREBP regulan negativamente al
receptor LRP1 [72], que es capaz de captar el CE de las lipoproteinas y acumularlo
en el interior celular [73]. Debido a esto, en situaciones de hipercolesterolemia, la
inhibicion de los SREBP induce la sobreexpresion de receptores como el LRP1 que

conlleva a una sobreacumulacidn de colesterol.

En el caso de las HDL, existe una relacion inversa entre sus niveles
plasmaticos y la incidencia de enfermedad arterial coronaria que podria deberse a su
funcién de transporte reverso del colesterol, eliminandolo de los tejidos periféricos y

transportandolo hacia el higado [64].

3.2.2 HIPERTRIGLICERIDEMIA

El término hipertrigliceridemia se emplea para denominar el exceso de
triglicéridos en sangre. La hipertrigliceridemia incrementa la acumulacion en plasma
de remanentes derivados del procesamiento lipolitico de las VLDL y los QM. Los
remanentes son particulas ricas en colesterol extremadamente aterogénicas [55],
cuya eliminacion de la circulacion depende del reconocimiento por receptores como
los HSPG, el LDLR, o el LRP1 [46, 61]. Modelos animales deficientes en apo E

presentan una acumulacion de remanentes en plasma que induce la aterosclerosis
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[66]. Ademas, la acumulacion de los remanentes de QM y VLDL en la circulacion

[46] se asocia con el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular [47].

3.2.3 LDL MODIFICADAS

Existen un gran nmamero de moléculas y enzimas capaces de llevar a cabo
diferentes modificaciones de las particulas lipoproteicas. Las dos principales
modificaciones identificadas en la pared arterial son la oxidacion y la agregacion de

las LDL.

Las lipoproteinas LDL circulantes en la sangre pueden infiltrarse en la pared
arterial y ser retenidas en la capa intima por componentes de la matriz extracelular
como los proteoglicanos (PG) [74]. Este nuevo ambiente promueve la modificacion
quimica de las lipoproteinas que principalmente se agregan u oxidan [75]. La
agregacion debe su existencia al efecto que ejercen los diferentes tipos de
proteoglicanos (PG) de la matriz extracelular al interaccionar electrostaticamente
con las LDL. Los PG estan formados por cadenas de glicosaminoglicanos y en
funcidon de éstas se clasifican en condroitin sulfato (CSPG), dermatan sulfato
(DSPG), heparan sulfato (HSPG) y queratan sulfato (QSPG). Los
glicosaminoglicanos de los PG presentes en la matriz extracelular poseen una
elevada carga negativa que les permite interaccionar con la apo B-100 de las
lipoproteinas cargada positivamente, aumentando su tiempo de retencion en la
intima arterial y fomentando la formacion de agregados, con estructura y tamafio
diferente a las formas nativas. Las enzimas de la intima junto con los proteoglicanos,
modifican el nicleo lipidico y proteico [75-77], facilitando no sélo la formacién de
los agregados, sino también la de los radicales libres, y la retencion y oxidacion de

las LDL [78].

39



INTRODUCCION

Las LDL modificadas son captadas por receptores scavenger que son
capaces de internalizarlas en los macréfagos y las VSMC [75] en las placas en
formacion, originando células espumosas con un alto contenido lipidico intracelular
que promueven el desarrollo de la lesion. Las VSMC procedentes de la capa media
producen la mayor parte de los PG, colageno y elastina de la matriz extracelular en
la intima durante la progresiéon de la placa. Nuestro grupo demostré que la
interaccion de las LDL con el versican, uno de los principales CSPG de matriz,
inducia a la fusién de las LDL [79] con caracteristicas semejantes a las LDL
agregadas (LDLag) obtenidas a través de agitacion intensa (Figura 6.) [80]. También
demostrd que la exposicion a LDLag en VSMC incrementa la expresion del receptor
LRP1 [81] que capta el colesterol esterificado derivado de estas lipoproteinas
modificadas [80] potenciando la sobreacumulacion de lipido y originando la

formacion de células espumosas derivadas de las VSMC.

Figura 4. Modificaciones estructurales de las LDL. Diferencias estructurales entre LDL nativas (LDLn) [A],
LDLag (modificadas por agitacion) [B] y LDLag (modificadas por contacto con versican) [C] [80].
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4. RECEPTORES LIPOPROTEICOS

La captacion de lipido arterial se produce a través de al menos cuatro tipos
de receptores: los receptores scavenger (ScR), el LRP1, el LDLr y el receptor de las
VLDL. Todos salvo el receptor de LDL estan sobrexpresados en la aterosclerosis.
Mientras los ScR estan principalmente sobrexpresados en macrofagos, el LRP1 esta

mas implicado en la captacion de lipido en VSMC [41, 82, 83].

4.1 RECEPTORES SCAVENGER

La familia de receptores scavenger consta de diferentes clases (A, B, C, D, E
y F) y son capaces de reconocer una gran variedad de ligandos entre los que
destacan LDL oxidadas, células apoptoticas y distintos patogenos. Las clases A, By
E se expresan de forma elevada en placas aterosclerdticas. El receptor CD36,
receptor scavenger de clase B, destaca por su importante papel en la aterosclerosis y

trombosis [84].

4.1.1 CD36

El CD36 es un receptor scavenger de tipo B que se encuentra como una
proteina glicosilada en la membrana de distintos tipos celulares como las células
endoteliales, las plaquetas, los adipocitos, los miocitos cardiacos y esqueléticos, los

monocitos, los fagocitos, las células epiteliales intestinales, etc.

El CD36 tiene un papel muy importante en la captacion de AG libres hacia
el interior de las células. Esta funcién tiene especial relevancia en el caso de los
miocitos, donde sirve para aportar una fuente de energia vital para la f-oxidacion,

mientras que en los adipocitos sirve para la acumulacion y reserva de lipidos [85].
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Estudios llevados a cabo por Bharadwaj et al mostraron la participacion de CD36 en
la captacion de TG procedentes de VLDL en el miocardio [86]. Ademas el CD36
también se sobreexpresa en hipoxia [87] y contribuye a la captacion de acidos grasos
(AG) y acumulacion de TG en situaciones de isquemia. Sin embargo Perman et al
[88] afirmaron que el CD36 no juega ningn papel en la captacion incrementada de
TG en condiciones de hipoxia y sefialaron al VLDLR como el receptor esencial para

la acumulacion de TG en cardiomiocitos hipoxicos.

En el sistema inmune innato median la captacion y degradacion de
moléculas derivadas de patoégenos, de lipoproteinas modificadas, y de componentes

de superficie de células apoptoticas entre otras cosas.

En la aterosclerosis, el CD36 media la captaciéon y degradacién de
lipoproteinas proaterogénicas como las LDL oxidadas [89] y estd implicado en la
formacioén de células espumosas al retroalimentarse positivamente su expresion en
presencia de LDLn y modificadas [90]. Las LDL oxidadas ademas inducen la
hiperactividad de las plaquetas en una via de sefializacion dependiente del CD36,
que promueve la trombosis [91]. Este receptor también esta implicado en la
retencion de los macréfagos en la placa, al modular la dindmica del citoesqueleto
[92]. Ademas, distintos estudios en modelos animales han demostrado que el CD36

se sobreexpresa a medida que la lesion aterosclerdtica progresa [93].

4.1.2 RECEPTOR DE LAS LDL (LDLR)

En los afios 70, Joseph L. Goldstein y Michael S. Brown identificaron el
primer receptor lipoproteico, el receptor de las LDL (LDLR), por lo que recibieron
el premio Nobel en 1985 [94]. El LDLR es un proteina de membrana con cinco
dominios diferenciados, tres extracelulares, uno citoplasmatico y otro de anclaje a la

membrana. Aunque presenta afinidad por la apo E, el ligando principal del LDLR es
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la apolipoproteina apo B-100, presente en las lipoproteinas VLDL y sobretodo en las

LDL.

Salvo alguna excepcion, todas las células tienen este receptor que les
permite abastecerse de colesterol. El higado es el 6rgano mas importante en la
eliminacion de las LDL en plasma a través de la actividad del LDLR. Defectos en
este receptor originan la denominada hipercolesterolemia familiar. Las estatinas son
el principal farmaco utilizado para controlar los altos niveles elevados de colesterol
plasmatico. Estos farmacos inhiben competitivamente la HMG-CoA reductasa y por
tanto la sintesis enddgena de colesterol, que en consecuencia induce al alza la
expresion del LDLR a través de los factores de transcripcion SREBP. Pues tal y
como se ha mencionado anteriormente, la acumulacion de colesterol
intracelular regula a la baja al LDLR a través de los factores SREBP [68]. En
concreto, el SREBP-2 regula positivamente la expresion del LDLR [68, 71],
y por eso la captacion de LDLag en VSMC humanas, que inducen una alta
acumulacion de colesterol intracelular, reducen la expresion de SREBP-2 y

del LDLR [81].

Existe otra seric de proteinas de membrana analogas al LDLR que
constituyen la familia del receptor de las LDL [95]. Esta familia de glicoproteinas
estd formada por los receptores de membrana LDLR, VLDLR, LRP1, LRP1B,
LRP2/Megalina, LRP3, LRP4/MEGF7 (multiple epidermal growth factor-like
domains T7), LRP5, LRP6, LRP8/ApoER2 (receptor 2 de la apo E) y LR11/sorLA-1
(Figura 7.). Los receptores de esta familia presentan una funcionalidad y estructura
semejantes pero con ligandos muy diferentes [96]. Ademas, la parte citoplasmatica
de los receptores les sirve en procesos de sefializacion intracelular tras la endocitosis
de los ligandos. Todos los receptores tienen en comun los ligandos apo E y RAP

(Proteina Asociada al Receptor) [96].
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Figura 7. Familia de receptores de las LDL. [97].

4.1.3 RECEPTOR DE LAS VLDL (VLDLR)

El receptor de las VLDL (VLDLR) es una proteina de membrana que
presenta una gran homologia estructural con el LDLR. Se expresa de forma discreta
en el higado, pero lo hace principalmente en los tejidos extrahepaticos como el

musculo, el corazon, el tejido adiposo o el cerebro.

Su ligando principal es la apo E y en menor medida también la apo B. Por
ello, media la captacion y eliminacion de remanentes con apo B y apo E derivados
de lipoproteinas ricas en TG. Estas lipoproteinas circulantes pierden TG por la
accion de la LPL en los tejidos extrahepaticos, convirtiéndose en particulas
remanentes mas pequefias que son endocitadas por el VLDLR a través de la apo E
[98, 99]. La supresion del gen del VLDLR en animales conduce a un incremento en

los TG plasmaticos

El VLDLR se expresa abundantemente en la pared vascular de células

endoteliales, VSMC y macrofagos, tanto en vasos normales como en placas
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aterosclerdticas [100]. También ha sido implicado en la acumulacién de lipido y la
formacion de células espumosas derivadas de macrofagos [101, 102] y en el
desarrollo de placa inducida por hipercolesterolemia [103]. Estos resultados junto al
hecho de que su expresion no esta regulada a la baja por los niveles de colesterol
intracelular, sugieren su papel aterogénico facilitando la captacion de lipoproteinas

ricas en TG en la pared vascular [100].

4.1.4 LDL RECEPTOR-RELATED PROTEIN 1 (LRP1)

El Low density lipoprotein receptor-related proteina I (LRP1) es un
receptor transmembrana multiligando y multifuncional perteneciente a la familia del
receptor de las LDL [104], que se identificé en 1988 por su gran expresion en el

higado y su estrecha similitud estructural y bioquimica con el LDLR [105].

El LRP1 se estructura en cuatro dominios extracelulares, un dominio
transmembrana y otro dominio intracelular. Los dominios extracelulares estan
compuestos por repeticiones ricas en cisteinas y repeticiones del factor de
crecimiento epidérmico (EGF), que se encuentran separados por regiones
espaciadoras B-propeller. El LRP1 puede captar alrededor de 40 ligandos,
principalmente a través de los dominios II y IV por las repeticiones de cisteinas
(Figura 8.). Por ser multiligando, esta implicado en numerosas funciones como el
metabolismo lipidico, la homeostasis de proteasas y sus inhibidores, la activacion de
enzimas lisosomales o la transduccion de sefiales a través de la union de proteinas

adaptadoras a la cola citoplasmatica [106].

El LRPI se sintetiza en el reticulo endoplasmatico (RE) como una proteina
transmembrana glicosilada de unos 600 kDa. Una vez llega al aparato de Golgi sufre
un corte proteolitico dando lugar a dos subunidades de 515 y 85 kDa que quedaran

unidas por un enlace no covalente [107]. La proteina RAP, una chaperona del RE es
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requerida para un correcto plegamiento y transporte del LRP1 a la membrana y para

prevenir la union prematura de determinados ligandos [108].
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Figura 8. Estructura del receptor LRP1 en dominios. Los nombres de ligandos y proteinas adaptadoras aparecen

debajo de cada dominio extracelular e intracelular.

Desde su hallazgo, el LRP1 es capaz de interactuar con una gran variedad de

ligandos (Tabla 2.), involucrandolo en multiples procesos bioldgicos [109]. Destaca

el papel del LRP1 en la pared vascular, su implicacion en la eliminacién de

lipoproteinas remanentes de la circulacion hacia el higado, asi como sus

contribuciones en diferentes aspectos de la funcion hepatica, la respuesta inmune, la

migracion celular, la inflamacion, la fagocitosis, la modulacién de la barrera

hematoencefalica, o la enfermedad de Alzheimer [104].
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PROTEINAS DEL METABOLISMO PROTEICO

Lipasa hepatica

Lipoproteina lipasa

B-VLDL

Proteina activadora de esfingolipidos

Apolipoproteinas ricas en Apo-E

LDL agregadas

(remanentes de QM y VLDL)

PROTEINAS INTRACELULARES

RAP

Proteina Tat HIV

Calreticulina

PROTEINAS DE MATRIZ EXTRACELULAR

Trombospondina-1, 2 ‘

Fibronectina

FACTORES DE CRECIMIENTO

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

Factor de crecimiento transformante B (TGF-3)

Midkina

Connective tissue growth factor (CTGF)

PROTEASAS/COMPLEJO INHIBIDOR DE PROTEASAS

APP-B Proteasa/inhibidor de proteina C
MMP9, MMP13 Trombospondina 2 (TSP-2)/MMP2
a-2 Macroglobulina activada TFPI

Aprotinina fVII/{VIIa

Plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1)

Pro-uPA (Urokinase plasminogen activator),

Tissue type plasminogen activator(tPA),
tPA/PAI-1

uPA, uPA/PAI-1

Trombina/Heparina cofactor 11

Trombina/PAI-1, Trombina/antitrombina III

Neuroserpina

Factor [Xa

Elastasa/al-antitripsina

Proteina precursora del f-amiloide

Cls/Inhibidor Clq

Factor [Xa/proteasa nexin-1

Trombina/proteasa nexin-1

OTRAS

Lactoferrina

Complemento C3

Gentamicina

Colectina (Via calreticulina)

Polimixina B

Péptido B-amiloide

Ricina A

Proteina del Circunsporozoito

Exotoxina A de Pseudomonas

Rinovirus

Saposina

Tabla 2. Ligandos conocidos del LRP1 [104].

El LRP1, ademas de ser un receptor de membrana en la superficie celular, es

un transductor de sefiales que se desplaza a las caveolas como respuesta a sefiales

extracelulares [110] interaccionando con proteinas adaptadoras citoplasmaticas que

implican al LRP1 en distintas vias de sefializacion a través de su dominio

citoplasmatico [111].
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Papel del LRP1 en la aterosclerosis

El LRP1 se encuentra altamente expresado en placas aterosclerdticas
avanzadas de modelos animales [112] y humanos [113, 114], principalmente en
VSMC y macrofagos. De acuerdo con estos trabajos nuestro grupo demostré que el
LRP1 se sobreexpresaba en lesiones aterosclerdticas humanas en estado avanzado y

ricas en lipido [115].

El papel proaterogénico del LRP1 estda demostrado al ser las LDL
modificadas por agregacion (LDLag) uno de sus ligandos de captacion selectiva en
VSMC [80]. Este receptor es el responsable de la captacion de colesterol
esterificado, derivado de estas lipoproteinas modificadas [73]. Las LDLag in vitro
[81] v la hipercolesterolemia in vivo [115] incrementan la expresion del LRP1 en las
lesiones aterosclerdticas, y la internalizacion de las LDLag conduce a una
importante acumulacion lipidica intracelular que contribuye a la transformacion de

las VSMC en células espumosas [40].

En las VSMC humanas nuestro grupo también demostrd que los factores de
transcripcion SREBP-1 y SREBP-2 (proteinas que se unen a los elementos
regulados por esteroles) estan involucrados en la regulacion del LRP1. La captacion
de CE derivado de las LDLag in vitro y la hipercolesterolemia in vivo reducen los
niveles del SREBP-2 y del LDLR, e incrementa la expresion del LRP1 [116]. Estos

efectos se pueden prevenir manteniendo elevados los niveles de SREBP-2 [81].

Este receptor lipoproteico presenta también un papel importante en la
aterotrombosis. Nuestro grupo demostro que el LRP1 al captar las LDLag en VSMC
favorece la actividad procoagulante y la liberacion del factor tisular en el nicleo
lipidico de la placa, en forma de microparticulas [117, 118], el cual es altamente

trombogénico [119].
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También nuestro grupo demostrdé que la Angiotensina II (Angll),
involucrada en el desarrollo de la aterosclerosis al ser un agente vasopresor que
induce la infiltracion lipidica en lesiones, incrementa la expresion del LRP1 en
ausencia de LDL. El empleo de un antagonista del receptor de la angiotensina II o el
silenciamiento del LRP1 consiguié prevenir la acumulaciéon de colesterol

intracelular [120].

A pesar de estos resultados que muestran al LRP1 con funcién
proaterosclerdtica, su inhibicién podria ser letal puesto que se ha demostrado que
este receptor juega un papel fundamental en la integridad de la pared vascular y en la
proliferacion y migracion de las VSMC al inhibir la activacion del receptor del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) [104, 121]. La deleccion del
LRP1 en macrofagos resultoé en un incremento de las lesiones en diferentes modelos
murinos de aterosclerosis sin llegar a alterar los perfiles lipidicos de los modelos
[122, 123]. Este receptor también participa en la atenuacion de la respuesta
inflamatoria del TGF-B [124] y en la eliminacion de la circulacién del
proaterogénico factor fVIII que daria explicacion al papel ateroprotector del LRP1

en el higado de modelos animales [125].
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5. EL MIOCARDIO Y SU CONTRACCION

5.1 ORGANIZACION DEL MUSCULO CARDIACO

Los cardiomiocitos en el miocardio contienen un gran numero de
miofilamentos que se organizan en una matriz regular de estrias cruzadas. Las estrias
transversales del miocardio reflejan la organizacion de las proteinas contractiles en
filamentos gruesos rodeados de filamentos delgados. Los filamentos gruesos estan
formados por miosina (conforman la banda A) y los filamentos finos estan
compuestos de actina y las proteinas reguladoras tropomiosina y troponina
(conforman la banda I). Una densa banda M se encuentra en el centro de cada banda
A, mientras que las bandas [ son atravesadas por lineas Z. La unidad fundamental
morfoldgica es el sarcomero, que se define como la region entre dos lineas Z (Figura

9.) [276].
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Figura 9. Organizacion de miofibrillas y miofilamentos en el cardiomiocito.

50



INTRODUCCION

Los miocitos adyacentes se encuentran conectados por canales o poros en la
membrana que conectan las células para la formacion de las fibras musculares del
miocardio [126]. Estos canales denominados uniones gap conforman uniones de
baja resistencia eléctrica que permiten la rdpida conduccion de los potenciales de
accion de una célula a otra para la sincronizacion de la actividad contractil de las
fibras musculares del tejido cardiaco [127]. Los canales gap, estan formados por la
union de canales intercelulares llamados conexones que a su vez estan formados por
una familia de proteinas llamadas conexinas (Cx). Los conexones pueden estar
formados por un mismo tipo de conexinas o por diferentes tipos [128]. En las
auriculas humana se encuentran predominantemente la Cx40 y la Cx43, y en menor
cantidad la Cx45 [129]. Pero en los ventriculos predomina sélo la Cx43 y en menor

medida la Cx45 [128].

5.2 LA CONTRACCION CARDIACA

La contraccion cardiaca estd impulsada por la interaccion ciclica de la
proteina miosina con el filamento de actina, que consume ATP como fuente de
energia para producir tension o acortamiento de la fibra muscular [276]. El proceso
eléctrico de excitacion-contraccion de los cardiomiocitos consta de los procesos que
involucran la activaciéon por calcio (Ca’") de proteinas para la contracciéon y la

subsecuente liberacion del calcio que conlleva la relajacion [130].

Durante el potencial de accion cardiaco, el Ca®" entra en la célula a través de
los canales de calcio tipo L (DHPR) y en menor cantidad por el sistema de
intercambio Na-Ca®" del sarcolema (NCX) (Figura 10.) [130]. La entrada de calcio
en la célula desencadena también la liberacion de Ca>" del reticulo sarcoplasmico
(SR) a través de los receptores de rianodina (RyR) [130]. El SR, equivalente del
reticulo endoplasmatico, tiene como funcion principal almacenar calcio para la

contraccion de los miofilamentos.
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Figura 10. Esquema de la movilizacién del calcio durante el potencial de accién. [131].

El resultante incremento de la concentracion intracelular del calcio provoca
que el calcio liberado se una a la troponina de los filamentos finos, que modifica la
posicion de la tropomiosina, descubriendo la region de la actina en la que esta
proteina se puede unir con la miosina. Los filamentos finos son atraidos hacia el
centro del sarcoémero por los movimientos de la miosina que se une con la actina, y
establece puentes cruzados entre los filamentos finos y gruesos haciendo que estos
se deslicen entre si, lo que produce acortamiento de la fibra muscular y la

contraccion muscular o sistole [131] [276].
La disminucion de la concentracién intracelular de calcio mediante la

recaptacién del Ca*" desde el sarcolema hasta el SR a través de Ca’"-ATPasa del SR

(SERCA2) y el sistema NCX, la Ca*"-ATPasa del sarcolema y el uniporte de Ca*"
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mitocondrial causa la disociacién del Ca®* de la troponina C resultando en la

relajacion cardiaca o diastole [130].

El calcio intracelular es el regulador central de la contractibilidad cardiaca
[131, 132] y las alteraciones en su regulacion causan disfuncién contractil y
arritmias en condiciones patologicas. SERCA2 tiene un papel clave en la regulacion
del Ca2+ en el cardiomiocito [133]. En modelos experimentales y en corazones
humanos con insuficiencia cardiaca hay una reduccion en la expresion de SERCA2
[134-136] y un incremento en la expresion de NCX [137-140] que producen una
disminuciéon de la concentracion del calcio intracelular. Estos cambios tienden a
reducir en contenido de Ca®" en el SR, limitando su liberacion y dando lugar a un

déficit contractil sistolico en la insuficiencia cardiaca

La actividad de SERCA?2 se inhibe por la proteina endogena Fosfolamban en
estado defosforilado. Cuando Fosfolamban se fosforila por la proteina quinasa A
(PKA), su accidn inhibidora disminuye y aumenta la actividad de SERCA2 [141].
En la insuficiencia cardiaca, aunque los niveles de Fosfoslamban en los
cardiomiocitos no varian, la proporcion de esta proteina fosforilada es menor y esto

resulta en un incremento de la inhibicién de la actividad de SERCA2 [141].

La entrada de Ca®" a través de los DHPR durante el potencial de accién se
limita mediante una inactivacion dependiente de Ca2+. Es una inactivacion de efecto
local mediada por la unién de la calmodulina en el extremo carboxilo terminal de los
canales [142, 143]. Los DHPR se localizan principalmente en las zonas de
confluencia entre el sarcolema y el SR, donde estan los RyR [144]. Durante el
proceso de excitacién y contraccion, la liberacion de Ca*" por parte del SR mediante
los RyR también contribuye a la inactivacion de la entrada de calcio dependiente de

calcio [145, 146].
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En la contraccidén cardiaca, la velocidad de conduccion de la activacion
eléctrica y la sincronizacidén estdn determinadas en gran parte por las uniones gap
[147, 148]. Las conexinas, responsables de la formacion de los conexones que a su
vez forman las uniones gap, son una familia de proteinas con un alto grado de
homologia pero con diferentes propiedades funcionales [149, 150] que seglin sus
niveles relativos de expresion influyen en las propiedades de conduccidon en el
miocardio y en la predisposicion a las arritmias [148, 151]. De hecho, en diferentes
modelos animales, se comprobd como la carencia de la Cx40 era determinante para
una bajada en la velocidad de conduccion de sefiales intercelulares y la

predisposicion a las arritmias atriales [152, 153].
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6. METABOLISMO LIPiDICO DE LOS CARDIOMIOCITOS

6.1 METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS

El corazén, para mantener su funcién contréctil, requiere un suministro
energético continuo y abundante que es aportado, en su mayoria, por la f-oxidacion
de acidos grasos (AG) y, en menor medida, por la glucosa, el acido lactico y los
cuerpos catolicos [154]. La energia quimica almacenada en estos componentes es
transformada en energia mecanica, para su empleo en la interaccion entre actina y
miosina a nivel de las miofibrillas. Los AG circulantes metabolizados por los
cardiomiocitos pueden ser AG libres (no esterificados), formando complejos con la
albumina derivados de la lipdlisis del tejido adiposo, y AG esterificados como TG,
contenidos en particulas lipoproteicas como VLDL o QM, y liberados por la accion

de la LPL.

La LPL, situada principalmente en la superficie luminal del endotelio unida
a proteoglicanos, media la lipolisis de lipoproteinas ricas en TG. También se ha
observado su presencia activa en la superficie de los cardiomiocitos, importante para
la posible captacion de lipidos procedentes de lipoproteinas remanentes pequeiias

capaces de atravesar la barrera endotelial [155].

La captacion por las células de AG libres puede ser por difusion pasiva o a
través de receptores como el CD36. Segun los resultados obtenidos por Bharadwaj
et al. [86] en un modelo in vivo, la LPL y el CD36 trabajan en conjunto para mediar
la captacion de AG procedentes de las VLDL. La lipolisis de los TG por la LPL
genera concentraciones adecuadas de AG libres para su posible captacion por el
receptor CD36. Sin embargo para la internalizacion de los AG derivados de los QM

solo se requeriria a la LPL, pues la hidrolisis de los QM por la enzima genera
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concentraciones mas altas de AG que no son asimilables a través del CD36 y son

captadas por difusion pasiva.

La deficiencia especifica de LPL en el corazén murino conlleva disfuncion
cardiaca y su deleccion total resulta en hipertrigliceridemia severa y muerte en

estado neonatal [156, 157].

6.2 METABOLISMO DEL COLESTEROL

Los mecanismos que participan en la transferencia de colesterol en el
corazdn son poco conocidos. El corazén necesita lipidos como el colesterol para su
funcionamiento normal, aunque su sintesis y su captacion, a partir de lipoproteinas
ricas en CE como las LDL, son minimas en este tejido [158]. Las VLDL y los QM
pueden ser fuentes no sélo de TG, sino también de CE en el miocardio [86, 159,

160].

La captacion de CE procedente de las VLDL en el corazén es mayor que la
captacion procedente de los QM [159]. La LPL, al igual que en el caso de los TG,
también ayuda a la captaciéon de CE derivado de las VLDL [86] gracias tanto a su
actividad enzimadtica, como a su funcidén de puente entre la lipoproteina y su receptor
[161]. La deficiencia en el corazon de la LPL reduce la captacion de CE de las
VLDL. La internalizacion de CE podria ocurrir como la internalizacion de toda la
particula lipoproteica o a través de una captacion lipidica selectiva. Algunos autores
mostraron una via independiente de los receptores de las LDL para el suministro de

CE procedente de lipoproteinas ricas en TG al corazén [160].
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6.3 ACUMULACION LIPIDICA EN EL CORAZON

El tejido adiposo almacena lipidos como fuente de energia en condiciones
normales. Sin embargo, en situaciones patoldgicas los lipidos neutros como CE y
TG pueden sobreacumularse en tejidos no adiposos (esteatosis), como el miocardio,
con consecuencias deletéreas debido a su vulnerabilidad a los productos toxicos de

la degradacion de estos lipidos [162].

La esteatosis en el miocardio estd asociada a la lipotoxicidad cardiaca
(resistencia a la insulina en el corazon, apoptosis celular, cardiomiopatia e
insuficiencia cardiaca) y se ha observado en condiciones fisiopatologicas como la
diabetes [163, 164], la obesidad [165], la cardiopatia genética [166] y la isquemia
cardiaca [167, 168].

6.3.1 ACUMULACION DE TRIGLICERIDOS

La obesidad y la enfermedad cardiovascular estan asociadas con la esteatosis
y deposicion lipidica, principalmente de AG libres, en tejidos no adiposos. Aunque
inicialmente los drganos pueden almacenar algunos de estos lipidos como los TG, el
exceso en la deposicion lipidica resulta en la hipertrofia e hiperplasia de las células

de estos tejidos con el fin de acomodar la entrada en exceso de AG.

La acumulaciéon promueve una ineficiente oxidacion de los lipidos que
resulta en la acumulacion de especies lipidicas toxicas que alteran la sefializacion

celular [169], la disfuncion mitocondrial [170] y la apoptosis [171].
La disfunciéon cardiaca inducida por la sobreacumulacién lipidica ha sido

relacionada con alteraciones en vias celulares como el estrés en el reticulo

endoplasmico [172] y la disfuncion mitocondrial [173], ambas inductoras de
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apoptosis. Se han propuesto multiples mediadores de los efectos lipotoxicos, como
ROS, NO, ceramida, fosfatidilinositol-3-quinasa, ligando de receptores nucleares

PPAR, leptina y otras adipoquinas [174, 175].

Durante la sobreacumulacion lipidica se produce una hiperactivacion de la
B-oxidacion de los AG en la mitocondria que lleva a la formacion excesiva de ROS,
a la modulacion de SERCA2 y al origen de fibrosis e hipertrofia miocardica.
Ademas, la modulacion de la expresion de SERCAZ2 se relaciona directamente con la
alteracion de la funcidn sistolica y diastolica del corazon, alterandose la contraccion
cardiaca. A medida que los AG se acumulan como TG se acaba la capacidad de
almacenamiento, y los AG se oxidan ineficientemente generando especies lipidicas
intermedias como la ceramida, que contribuyen a la fibrosis, a la hipertrofia y a la

disfuncion contractil y metabolica [174-176].

De la misma forma que los TG derivados de AG libres circulantes, los
lipidos derivados de lipoproteinas ricas en TG también pueden producir
lipotoxicidad cuando se sobreacumulan. Yagyu et al. [155] en un modelo murino de
cardiomiopatia inducida por lipotoxicidad observo que la exposicion a particulas
ricas en TG, como QM y VLDL, aumenta la captacion de varias fracciones lipidicas
(AG y CE) y produce anormalidades metabdlicas asociadas con la cardiomiopatia

lipotdxica.

6.3.2 ACUMULACION DE COLESTEROL

Aunque los altos niveles de colesterol en sangre son un factor de riesgo para
la enfermedad arterial coronaria poco se sabe acerca de los efectos de la
hipercolesterolemia en la funcion cardiaca. Diferentes estudios mostraron que altos
niveles de colesterol en el miocardio dan lugar a fenémenos de lipotoxicidad

cardiaca [155, 177]. En condiciones de hipercolesterolemia en modelos murinos, se
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altera la contractibilidad miocardica, incrementa el contenido de colesterol en las
membranas, se reduce la expresion de SERCA2 y su capacidad de captaciéon de Ca**
[178]. También otros resultados de Luo et al. [179] en las mismas condiciones
muestran ademads una reduccion en la expresion de RyR y un aumento en los niveles

de NCX en el cardiomiocito.
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7. ATEROSCLEROSIS E ISQUEMIA CARDIACA

La aterosclerosis y trombosis pueden originar una reduccién total o parcial
del flujo sanguineo de las arterias coronarias limitando la irrigacion del miocardio y
desencadenando el fenomeno de isquemia cardiaca (Figura 11.). Este proceso esta
caracterizado por no satisfacer la demanda de nutrientes y oxigeno ni de la pared
arterial ni del tejido cardiaco. La isquemia cardiaca finaliza con el dafio tisular por
necrosis, las alteraciones en el metabolismo celular y una disfuncion generalizada

del corazén.

Arteria
coronaria
bloqueada

Necrosis

Figura 11. Isquemia cardiaca. Representacion grafica de un corazon con isquemia cardiaca y necrosis producida

por el bloqueo aterosclerético de una arteria coronaria (www.queensheart.org).

La disminucion de la concentracion de oxigeno o hipoxia es un evento clave
para el inicio de rapidos procesos adaptativos por las células con el fin de asegurar
su supervivencia y la del tejido. La concentraciéon de oxigeno es importante en la
regulacion de procesos como el crecimiento, el desarrollo, el metabolismo, la
homeostasis del pH y la angiogénesis. Ademas la hipoxia juega un papel en

numerosas enfermedades humanas entre las que destacan las enfermedades
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vasculares, las condiciones inflamatorias o el cancer [180, 181]. La presion parcial
de oxigeno en el cuerpo se situa entre los 150 mm Hg (21% O,), en las vias aéreas
superiores, y los 5 mm Hg (~1% O,) en la retina [182]. Los niveles de oxigeno
considerados como hipoxicos varian, pero en la mayoria de los tejidos se

desencadena una respuesta hipoxica por debajo de los 40 mm Hg (~6% O,) [183].

7.1 FACTOR DE TRANSCRIPCION INDUCIBLE POR LA HIPOXIA (HIF)

Muchas de las respuestas celulares a la hipoxia estan orquestadas por los
factores de transcripcion inducibles por la hipoxia (HIF), que regulan la expresion de
un amplio grupo de genes en las células hipdxicas. Estos factores de transcripcion
son heterodimeros compuestos por dos subunidades que se expresan de forma
constitutiva: HIF-la (120 kDa) y HIF-1p (91-94 kDa). HIF-1P no se altera en
presencia de oxigeno, pero es necesario para la formacion del complejo funcional
HIF-1. El heterodimero HIF-10/p se une a las secuencias con elementos de respuesta
a la hipoxia (HRE) presentes en los promotores de sus genes diana [184] para su
regulacion transcripcional que media las respuestas de adaptacion a la hipoxia. Los
productos de estos genes median la restauracion de la oxigenacion y limitan el dafio
tisular. HIF activa de forma rapida genes que promueven la eritropoyesis y la
angiogénesis como el de la eritropoyetina (EPO) y el del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) [185] respectivamente. La angiogénesis es beneficiosa
en casos con problemas de perfusion que llevan al dafio tisular. Durante el infarto de
miocardio, la isquemia induce el desarrollo de vasos colaterales con el fin de superar
la estenosis y reducir el tamafio de la zona infartada con el menor deterioro
funcional posible [186, 187]. Sin embargo, también puede facilitar vascularizaciones

no beneficiosas como ocurre en el caso de los tumores.
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7.2 HIPOXIA MIOCARDICA

El corazon es un 6rgano muy sensible a la concentracion de oxigeno debido
a su alto consumo metabolico y energético, necesario para su correcto
funcionamiento. La oclusion luminal en las arterias coronarias tras una estenosis
progresiva, consecuencia de la aterosclerosis, origina una reduccién del flujo
sanguineo que transporta nutrientes y oxigeno al miocardio [188]. Este hecho
desencadena la isquemia cardiaca, la cual puede presentar diferentes sintomas y
consecuencias como la actividad arritmica del corazdén, la angina de pecho, la
insuficiencia cardiaca o el infarto agudo de miocardio [189]. Cuando la hipoxia es
por tiempo prolongado se desencadenan respuestas celulares apoptoticas [190],
alteraciones en los potenciales de membrana [191] o hipertrofia en los
cardiomiocitos que resultan en una disfuncion global del miocardio. La angiogénesis
mediada por VEGF y HIF-1a en respuesta a la hipoxia también contribuye al
remodelado cardiaco. Estos cambios, aunque en principio son para paliar y adaptarse
a la situacidn hipoxica, a largo plazo desencadenan hipertension pulmonar, fibrosis
miocardica, hipertrofia ventricular, y finalmente insuficiencia cardiaca cronica

[189].

La respuesta temprana inductora de la expresion de HIF-lo frente a la
isquemia se ha observado en pacientes y modelos animales [192]. El papel de
rescate frente al dafio isquémico de HIF-la se hace evidente al deleccionarlo
selectivamente en los cardiomiocitos, ya que se reduce la vascularizacion y la
funcién cardiaca. Los animales knockout homocigotos para HIF-1a (HIF-1a™") son
letales en fase embrionaria, sin embargo los heterocigotos (HIF-1a"") son viables y
tienen una funcion cardiaca normal. En situaciones de isquemia cardiaca transitoria
los heterocigotos estan significativamente mas predispuestos a suftir alteraciones en

la contractibilidad e insuficiencia cardiaca [193].
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Durante la isquemia transitoria se puede producir una respuesta de
precondicionamiento protectora del miocardio, potencialmente influenciada por HIF,
donde se mejora la llegada del oxigeno mediante la angiogénesis, se consigue un
metabolismo mas eficiente y se preserva la funcionalidad mitocondrial. Ademas la
produccion elevada de enzimas antioxidantes previene el dafio generado por ROS
durante la reperfusion. Un estudio in vivo usando pequefios RNA de interferencia
(siRNA) mostré que un siRNA anti HIF-1a disminuye el efecto cardioprotector del
precondicionamiento, mientras que un siRNA contra la PHD2, que media la
degradacion de HIF-1a, incrementa los niveles de HIF-1a y mejora la proteccion

cardiaca [194].

Para la recuperacion funcional y viabilidad a largo plazo de un érgano en
condiciones de isquemia es muy importante la llegada de nueva sangre oxigenada en
un proceso conocido como reperfusion. Sin embargo, la isquemia-reperfusion
origina dafio y lesiones serias al producir una gran respuesta inflamatoria, liberacion
de radicales libres, proteasas y apoptosis celular [195]. La reduccion de la
degradacion de HIF-la en corazén debida a supresidon transgénica de la PHD?2,

disminuye la sensibilidad al dafio causado por la isquemia-reperfusion [196].

7.3 ALTERACIONES EN EL MANEJO DEL CALCIO Y LA FUNCION
CONTRACTIL EN EL MIOCARDIO ISQUEMICO

La hipoxia genera estrés dentro de la célula, en el reticulo sarcoplasmico
[197], como consecuencia de la carencia de oxigeno y rompiendo la homeostasis del
calcio. Las bajas concentraciones de oxigeno provocan un incremento intracelular de
Ca®" [198] debido al incremento en su captacion, a través del aumento de canales de
Ca®™ tipo L o DHPR [199], y a la liberacién de Ca** desde el SR. En conjunto, se

producen multiples efectos dafiinos que incluyen la desorganizacion de miotibulos,
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la disfuncion mitocondrial [200], el incremento en la formacidon de radicales libres

[201], el dafio en el sarcolema [202] y, finalmente, la necrosis o apoptosis [200].

En modelos knockout heterocigotos para HIF-1a™" con isquemia cardiaca
transitoria hay mayor predisposicion a sufrir alteraciones en la contractibilidad
debidas a la disminucién de la movilizacion y del almacenamiento de Ca*"
intracelular [193]. Las alteraciones en la contractibilidad cardiaca son causadas por
la pérdida de proteinas del manejo del calcio como SERCA2, que puede ser regulada
negativamente por HIF-lo de forma directa [203] o indirecta a través de la
produccién de ROS [204], pero recientemente se ha descrito que la hipoxia puede

suprimir la expresion de SERCA?2 través de HIF-1 de una forma directa [203].

7.4 ACUMULACION LIPIDICA EN EL MIOCARDIO ISQUEMICO

Durante la isquemia se acumulan vacuolas lipidicas en el corazon. Esta
acumulacion de lipidos neutros, principalmente TG, se ha descrito en diferentes
modelos animales de isquemia miocardica [88, 167, 168, 205]. La acumulacion
lipidica en el miocardio ocurre en la periferia de las zonas infartadas [168, 206] y, en
general, esta asociada a los efectos nocivos de la lipotoxicidad, que eran observados
en situaciones patologicas como la diabetes [163, 164], la obesidad [165]o Ia

isquemia cardiaca. [167, 168].

En un estudio con pacientes de infarto de miocardio cronico se observo una
prevalencia de acumulacion lipidica del 68% en las zonas préximas al infarto
(Figura 12.) [207]. Los pacientes con acumulacidon tenian unas zonas infartadas
mayores y una disminucion en la funcion regional. Ademas, la deposicion lipidica se
correlacionaba con el volumen del infarto, la fraccion de expulsion, el volumen

diastodlico final y el volumen sistdlico final del ventriculo izquierdo. Por otro lado,
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en modelos animales, se ha demostrado que la dislipemia potencia las alteraciones

cardiacas ya inducidas por la propia isquemia [208, 209].

Figura 12. Acumulacion lipidica en el miocardio humano. Deposicion lipidica (flechas) en areas proximas al

infarto de miocardio en tres pacientes [207].

La acumulacion de TG en el corazon isquémico puede explicarse, en parte,
por el cambio metabodlico desde la B-oxidacion de AG hacia la glucdlisis con el fin
de generar energia en condiciones anaerdbicas [88, 210]. Sin embargo no esta claro
si unicamente es esta adaptacion metabdlica la responsable de esta acumulacion, o si
estan implicados otros factores como el incremento de la sintesis endogena de AG o
el aumento de la captacion lipidica que puede inducir lipotoxicidad. En el caso de
los TG, el mayor aporte de AG al corazon durante la isquemia puede ser facilitado
por la actividad de la LPL cardiaca, que se ha observado incrementada en un modelo
de isquemia-reperfusion in vivo [211], o por el receptor de AG CD36 [87], que
también aumenta su expresion en condiciones de hipoxia, aunque no es claro su
papel en la sobreacumulacién lipidica durante la isquemia cardiaca. La expresion de
los PG también se ve incrementada por la hipoxia en varios tipos celulares [212-214]
y podria participar en la sobreacumulacion de lipido colaborando con algin receptor
lipoproteico. Por otro lado, en situacidon de isquemia se incrementa la expresion del
receptor de las VLDL y la internalizacion de lipoproteinas, promoviendo la

lipotoxicidad y sus consecuencias en el corazon isquémico [88].

La acumulacion de TG podria ser contemplada como una estrategia

defensiva que secuestra AG limitando la formacion de especies lipidicas toxicas, y
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que finalmente desencadenan un dafio funcional en el corazéon [176]. La
acumulacion de vacuolas lipidicas formadas por la adicion de AG libres, pueden
llegar a proteger contra la apoptosis celular mediante la canalizacion de los AG
libres hacia la creacion de reservas de TG [215]. Las vacuolas lipidicas también
podrian proporcionar proteccion contra la muerte celular ocasionada en procesos de

isquemia-reperfusion secuestrando el exceso de AG libres y de Ca®" libre [216].
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1. CULTIVOS CELULARES

1.1 CARDIOMIOCITOS HL-1

La linea celular murina de cardiomiocitos atriales auriculares HL-1 fue
generada por el Dr. W.C. Claycomb (Louisiana State University Medical Centre,
New Orleans, LA, USA) y proporcionada amablemente por el Dr. U Rauch (Charité-
Universitditmedizin Berlin). Estas células mantienen caracteristicas fenotipicas de
cardiomiocitos adultos tales como la presencia de miofibrillas altamente ordenadas y
uniones cardio-especificas en forma de discos intercalados asi como la presencia de
corrientes de potasio importantes en la despolarizacidon cardiaca como el Iy, y una

ultraestructura similar a la de los cultivos primarios de cardiomiocitos atriales

adultos [217, 218].

Las células HL-1 se cultivaron en Medio Claycomb (JRH Biosciences,
Lenexa, KS, USA) complementado con un 10% de suero bovino fetal (FBS)
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), norepinefrina 100 pM, penicilina 100
U/mL, estreptomicina 100 pg/mL y L-Glutamina 2 mM (Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO, USA) en placas de plastico recubiertas por 12,5 pg/mL fibronectina
y 0,02% gelatina. El medio de cultivo se renovo cada dia hasta alcanzar las células la

confluencia (Tabla 1.).
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1.2 CARDIOMIOCITOS VENTRICULARES DE RATA NEONATA (NRVM)

1.2.1 AISLAMIENTO DE NRVM

El protocolo de estudio fue aprobado por un comité de investigacion animal
de nuestra institucion (ICCC-020/DMAH4711) y se llevd a cabo de acuerdo con la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio publicada por el Instituto
Nacional de Salud de Estados Unidos (Publicacién del NIH N° 85-23, revisada en
1996).

Los cultivos de cardiomiocitos ventriculares de rata neonata (NRVM) fueron
aislados a partir de ventriculos de corazon de ratas Wistar Han de 3-4 dias de edad.
Los neonatos fueron sacrificados por decapitacion y a los corazones extraidos se les
descartaron las auriculas. Las suspensiones celulares se obtuvieron mediante el kit
Neonatal Cardiomyocyte Isolation System (Worthington Biochemical Corporation)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los cardiomiocitos se separaron de los
fibroblastos cardiacos realizando un preplaqueo en una placa de plastico durante 90
min, en un incubador con una atmdsfera 5% CO2 a 37°C, con el fin de recoger el
sobrenadante con las células NRVM aisladas y descartar la placa con los

fibroblastos adheridos.

1.2.2 CULTIVO DE NRVM

Los cardiomiocitos se sembraron en placas cubiertas con 1% gelatina a una
densidad de 7,5 x 10* células/cm’® en medio de cultivo 4:1 DMEM:M199 (Gibco)
suplementado con 5% FBS, 10% suero equino fetal (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA), penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL y Cytosine -

D-Arabinofuranoside 1pug/mL para inhibir la proliferacion de fibroblastos residuales
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(Tabla 1.). El medio de cultivo se cambid cada dos dias. Después de 48 h en cultivo
los cardiomiocitos NRVM mostraban contracciones espontianeas regulares. Las

células fueron usadas para los experimentos tras 3-6 dias en cultivo.

‘ CARDIOMIOCITOS HL-1

CARDIOMIOCITOS NRVM

Norepinefrina 100 pM
Penicilina 100 U/mL
Estreptomicina 100 pg/mL
L-Glutamina 2 pM

MEDIO COMPLETO MEDIO COMPLETO
Medio Claycomb DMEM:Mediol99 (4:1)
10% FBS 5% FBS

10% Suero equino
Penicilina 100 U/mL
Estreptomicina 100 pg/mL

Norepinefrina 100 pM
Penicilina 100 U/mL
Estreptomicina 100 pg/mL
L-Glutamina 2 pM

MEDIO DE QUIESCENCIA MEDIO DE QUIESCENCIA
Medio Claycomb DMEM:Mediol99 (4:1)
0,2% FBS 0% FBS

0% Suero equino
Penicilina 100 U/mL
Estreptomicina 100 pg/mL

Norepinefrina 100 uM
Penicilina 100 U/mL
Estreptomicina 100 pg/mL
L-Glutamina 2 pM

MEDIO DE TRATAMIENTO MEDIO DE TRATAMIENTO
Medio Claycomb DMEM:Mediol99 (4:1)
0% FBS 0% FBS

0% Suero equino
Penicilina 100 U/mL
Estreptomicina 100 pg/mL

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo.

1.3 TRATAMIENTOS

El dia anterior a los tratamientos se llevaron las células, tanto HL-1
como NRVM, a quiescencia renovando el medio completo por un medio pobre en
suero (0,2% FBS). Tras 24 h de arresto los tratamientos se llevaron a cabo en medio
sin suero. (Tabla 1.) Los tratamientos en condiciones de normoxia (21% O,) se
realizaron en un incubador Nirco con una mezcla de gases consistente de 74% N, y
5% CO, a 37°C, y los de hipoxia (1% O,) en la cabina-incubador Hypoxic/Anoxic
Workstation H35 (Don Whitley Scientific Ltd.) con 94% N, y 5% CO, a 37°C. Las

lipoproteinas fueron afiadidas y mantenidas las ultimas 12 h de exposicion a
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normoxia o hipoxia (24 h). Las células se recogieron en Tripure Isolation Reagent
(Roche) para la posterior extraccion de RNA y proteina, 6 en NaOH 0,1 N para la

extraccion lipidica.

2. MODELO PORCINO IN VIVO DE ISQUEMIA MIOCARDICA

El protocolo de estudio fue aprobado por un comité de investigacion animal
de nuestra institucion (ICCC-020/DMAH4711) y se llevd a cabo de acuerdo con la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio publicada por el Instituto
Nacional de Salud de Estados Unidos (Publicacién del NIH N° 85-23, revisada en
1996).

El estudio se realizo con un grupo de cerdos macho (Crossbred commercial
pigs Landrace-Largewhite) que formaban parte de un modelo experimental utilizado
para analizar los mecanismos moleculares y celulares implicados en el
remodelamiento cardiaco después de un infarto agudo de miocardio [219, 220]. Se

utilizé un grupo de animales con una operacién falsa como controles.

Doce horas antes de la induccion del infarto una dosis del antiplaquetario
Clopidogrel 150 mg/kg fue administrada a todos los animales. Parametros
hemodinamicos, electrocardiograma (ECG) y temperatura corporal fueron
monitoreados durante la operacion para garantizar los efectos de la anestesia. La
anestesia fue inducida mediante la inyeccion intramuscular de Zoletil (tiletamine and
zolazepam) 7 mg/kg, Dormitory (medetomidin) 7 mg/kg, y atropina 0.03 mg/kg. Al
comienzo del procedimiento se inici6 la administracion continuada de amiodarone
(300 mg, 75 mg/h) en todos los cerdos como medida preventiva de arritmias
ventriculares. En la operacion, los animales fueron sometidos a una oclusion de la
arteria coronaria izquierda anterior descendente (LAD) mediante una angioplastia

por balon durante 90 min y luego fueron sacrificados con una sobredosis de KCI. Se
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tomaron muestras del miocardio isquémico en el limite necrotico, y muestras no

isquémicas para los analisis moleculares.

3. TEJIDO MIOCARDICO HUMANO

Las muestras de tejido miocardico humano se obtuvieron a partir de
corazones explantados a pacientes durante transplantes cardiacos realizados en el
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en Barcelona y el Hospital de la Fe en
Valencia. Los pacientes fueron funcionalmente clasificados de acuerdo a los
criterios de la New York Heart Association (NYHA) y recibian tratamiento médico

de acuerdo a las guias de la Sociedad Europea de Cardiologia [221].

Se emplearon corazones de pacientes fallecidos en accidente de trafico con
una funcionalidad ventricular normal y sin historial de enfermedad miocardica o

infeccidn activa como muestras controles.

Las muestras de tejido miocardico fueron obtenidas de la zona periinfartica e
inmediatamente guardadas a -80°C. El proyecto fue aprobado por el Comité "Etico
local de los hospitales de La Fe y Sant Pau, y llevado a cabo de acuerdo a la

Declaracion de Helsinki.

En el procesamiento de la muestras se molidé el tejido ventricular en
nitrogeno liquido con un mortero hasta quedar un polvo fino que después se
homogenizé6 en NaOH 0,1 N para la extraccion lipidica o en Tripure Isolation

Reagent (Roche) para la posterior extraccion de RNA y proteina.

73



MATERIAL Y METODOS

4. LIPOPROTEINAS

4.1 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LIPOPROTEINAS
HUMANAS

4.1.1 AISLAMIENTO

Las lipoproteinas humanas utilizadas en los tratamientos de los cultivos
celulares fueron obtenidas de una mezcla de sueros normolipémicos de donantes
voluntarios del Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona. El aislamiento se basa en
una serie de ultracentrifugaciones secuenciales con el fin de separar las fracciones de
lipoproteinas sanguineas existentes en funcion de la diferencia de densidad existente

entre ellas (Tabla 2.) [222].

LIPOPROTEINAS DENSIDAD (g/mL)
Quilomicrones Menor de 0,96
VLDL 0,96-1,006
IDL 1,006-1,019
LDL 1,019-1,063
HDL 1,063-1,210

Tabla 2. Clasificacion de lipoproteinas segun su densidad.

Las lipoproteinas utilizadas en los tratamientos fueron las VLDL (densidad
0,96-1,006 g/mL) y las LDL (densidad 1,019-1,063 g/mL). Para su aislamiento se
prepararon tres soluciones de densidad diferentes. La primera, que sirve de solucion
madre para la realizacion de las demas, es la de densidad 1,006 g/mL (Tabla 3.). Las
soluciones de densidad 1,019 g/mL y 1,063 g/mL se prepararon afiadiendo bromuro

de potasio (KBr) a la solucion madre de 1,006 g/mL.
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SOLUCION DENSIDAD 1,006 g/mL
Cloranfenicol 15,5 mM
NaCl 0,2 M
EDTA tetrasodio 1 mM
EDTA disodio 0,8 mM
Sulfato de Gentamicina 0,1 mM
Azida de sodio 8§ mM
(solucion en H20 destilada, pH 7.4)

Tabla 3. Composicion de la solucion de densidad 1,006 g/mL

Aislamiento de VLDL e IDL: Inicialmente, el suero se centrifugd a 36000
rpm a 4°C durante 30 min para conseguir descartar la fase superior menos densa de
color blanco con el fin eliminar los quilomicrones (QM). Una vez descartados los
QM, se afladidé KBr al suero para llevar su densidad de 1,006 g/mL a 1,019 g/mL y
se repartio en tubos de ultracentrifuga. Encima del suero se afiadié lentamente la
solucién de densidad 1,019 g/mL, preparada anteriormente, para formar dos fases, la
superior con la solucion de densidad y la inferior con el suero. Después se centrifugd
todo a 36000 rpm, a 4°C durante 18 h para aislar del suero la resultante fase superior
blanca formada por VLDL e IDL. La fase con las VLDL se guarda protegida de la
luz a4°C.

Aislamiento de LDL: Tras el aislamiento de las VLDL e IDL, se elimino la
solucion de densidad de la parte superior de los tubos y se juntaron los sueros
restantes. Se afladié KBr otra vez al suero para llevar su densidad de 1,019 g/mL a
1,063 g/mL y se repartio en tubos de ultracentrifuga. Se afiadié encima del suero la
solucién de densidad 1,063 g/mL, preparada anteriormente, para formar dos fases, la
superior con la solucion de densidad y la inferior con el suero. Después se centrifugd
todo a 36000 rpm, a 4°C durante 18 h para aislar del suero la resultante fase superior
que se separo, esta vez con las LDL y se guardaron también protegidas de la luz a

4°C.
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Una vez aisladas las fracciones lipoproteicas es necesario dializarlas 2 horas
en tampdn de dialisis 1X (Tabla 4.), 18 horas en tampdn de dialisis 1X y 2 horas en
una solucion NaCl 0,15 M.

TAMPON DE DIALISIS 10X
NaCl 1,5M
Trizma Base 0,2 M
EDTA disodio 10 mM
(solucién en H20 destilada)

Tabla 4. Composicion del tampon de dialisis 10X

4.1.2 CARACTERIZACION

Concentracion proteica: Se utilizo un kit de Pierce (23225) de
cuantificacion de proteina que utiliza el acido bicinconinico (BCA) y se basa en el
método de Lowry [223]. Las muestras diluidas y una recta patrén de albumina
bovina (BSA) (Pierce) se incubaron durante 30 min a 60°C para romper la estructura
lipoproteica y permitir que el BCA pueda reaccionar con determinados aminoacidos

y producir un compuesto coloreado que absorbe a 562 nm.

Cuantificacion del colesterol: La cuantificacion del colesterol se realizo
con un kit comercial (kit RefLab.Brand, 139-204) basado en el método de Allain
[Allain et al, 1974]. Se utilizé un estandar de colesterol para cuantificar las muestras.

El producto de la reaccion se midi6 a 510 nm.

Analisis del grado de oxidacién: Se analizdo la oxidacion de las
lipoproteinas mediante el ensayo TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances,
Janssen Chimica), que analiza indirectamente la concentracion de sustancias que
reaccionan con el acido tiobarbiturico (TBA). El malondialdehido (MDA), producto
secundario de autooxidacion de los acidos grasos con tres o mas dobles enlaces,

sufre una reaccion con el TBA y produce un cromoéforo de color rosa que se detecta
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a 532 nm. Utilizando una recta patron de MDA (Janssen Chimica), se considerd que
las muestras no estan oxidadas cuando los valores de TBARS estan por debajo de

1,2 nmol MDA/mg de proteina de LDL.

Movilidad electroforética: La movilidad electroforética se analizo
utilizando un gel comercial 0,5% agarosa (Paragon Lipoprotein Electrophoresis Kkit,
Beckman Coulter), siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Las
lipoproteinas se separaron segun su carga y masa comprobando asi el correcto

aislamiento de las VLDL y las LDL.

4.2 MODIFICACION DE LAS LDL POR AGREGACION

Las LDL nativas aisladas a partir de sueros normolipémicos se llevaron a
una concentracion de 1mg/mL diluyéndolas en tampon PBS (Tampdn fosfato salino:
KCI 2,7 mM; NaCl 0,137 M; KH2PO4 1,5 mM; Na2HPO4 20 mM; pH 7,4) y se
agitaron en un agitador vortex intensamente durante 4 min a temperatura ambiente
(T.A.). Después se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min a T.A. para precipitar
las LDLag y se descartd el sobrenadante. Las LDLag se resuspendieron en PBS
hasta una concentracion proteica de 1mg/mL [41, 73, 224]. Estas LDLag obtenidas
de forma mecdanica presentan similar ultraestructura y funcionalidad a las obtenidas

por incubacién con versican [80].

4.3 ACUMULACION LIPIDICA INTRACELULAR

El estudio de la acumulacion intracelular de colesterol esterificado (CE),
triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC) procedente de las lipoproteinas se realizd

por cromatografia en capa fina (CCF) a partir de los extractos lipidicos celulares.
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4.3.1 EXTRACCION LIPIDICA

Las células, una vez tratadas, se lavaron exhaustivamente un par de veces de
forma secuencial con: PBS, PBS-1%BSA , PBS-1%BSA-Heparina 100 U/mL, PBS-
1%BSA y PBS para eliminar las lipoproteinas adheridas en el exterior de las
membranas plasmaticas. A continuacion, se adiciond 1 mL de NaOH 0,1N para lisar
las células y se cuantifico el contenido proteico de los extractos para poder
normalizar los valores de acumulacion lipidica por cantidad de proteina. Para la
extraccion lipidica del tejido miocardico, se pulverizaron las muestras en nitrégeno
liquido con un mortero y se pesaron 5 mg de cada muestra para homogenizar

también en 1 mL de NaOH 0,1N.

El protocolo de extraccion lipidica utilizado es una modificacion del método
descrito por Bligh [225]. Se mezclaron 600 puL de extracto con 400 uL. de H,O y 3
mL de una solucién de diclorometano-metanol (1:2). Tras una agitacion intensa de
10 s en un agitador vortex, se afiadié 1 mL mds de diclorometano y se volvio a agitar
otros 10 s. La mezcla se centrifugdé a 3500 rpm durante 15 min y se obtuvieron una
fase superior acuosa y una fase inferior organica con el contenido lipidico
intracelular que es la que se recogio aparte. Se repitid el proceso con la fase acuosa
afladiéndole 1 mL mas de diclorometano, agitando y centrifugando otros 15 min a
3500 rpm. La nueva fase organica inferior se juntdé con la anterior. Finalmente, la
muestra se concentré evaporando el solvente organico bajo una corriente de N, para

evitar la oxidacion de los lipidos.

4.3.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Las muestras concentradas se resuspendieron en 100 uL de diclorometano,
se agitaron en un vortex y se cargaron en una placa de silica de cromatografia (DC-

Fertigplatten SIL G-24 UV). En cada placa se cargaron ademas estandares con una
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concentracion conocida de FC, CE y TG para poder cuantificar las muestras. Se
corrieron dos fases moviles diferentes. La primera fase, compuesta por una mezcla
de heptano:dietil-éter:acido acético (74:21:4, vol:vol:vol), separd los diferentes
lipidos existentes en la muestra. La segunda fase, compuesta por heptano, arrastrd
los lipidos que no interesaban con el frente. Después de correr las fases moviles se
secd la placa y se tifié durante 1 min con una solucién al 5% acido fosfomolibdico y
5% acido sulfurico en etanol [226]. A continuacidon se dejaron secar a temperatura
ambiente y luego se calentaron a 100°C durante 7 min. La composicion lipidica en
CE, TG y FC se observd como bandas azules cuantificables con el programa
Quantity One (Bio Rad) tras ser captadas las placas por densitometria con el

Chemidoc XRC (Bio Rad).

4.4 MARCAJE RADIOACTIVO DE VLDL HUMANAS

El colesterol esterificado y los triglicéridos de particulas VLDL procedentes
de plasma humano se marcaron radiactivamente siguiendo el protocolo de Merkel et
al 2002 [227]. Se recubrio el fondo de un matraz de vidrio con cholesteryl-1,2,- H-
(N) (125 pCi) y glycerol trioleate ['*C] (25 pCi) (PerkinElmer Life Sciences)
mediante la evaporacion del solvente organico, en el que se encontraban
resuspendidos los componentes radioactivos, en un bafio de agua a 37°C en
condiciones de rotacion y vacio. A continuacioén se afiadieron 50 mL de plasma
humano al matraz con las moléculas radiactivas y se incubaron 20 h a 37°C con
rotacion y vacio. A partir de este plasma se aislaron por ultracentrifugacion
secuencial, didlisis y filtrado las VLDL doblemente marcadas (con tritio el colesterol

esterificado y con '*C los triglicéridos).
Las células HL-1 del Articulo 1 de esta tesis fueron expuestas a las VLDL

doblemente marcadas (1,8 mM) durante 18 h en normoxia o hipoxia. Al final de la

incubacion, las células fueron lavadas exhaustivamente y recogidas en NaOH 0,10 N
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para su extraccion lipidica. La radiactividad se determind en 50uL de los
homogenados celulares en un contador de centelleo LS6500 multipurpose (Beckman
Coulter) y las cuentas se normalizaron por la cantidad total de proteina de las

células.

4.5 MARCAJE DE VLDL HUMANAS CON DII

Las VLDL obtenidas de los sueros normocolesterolémicos fueron marcadas
con 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine (Dil) al incubar VLDL 1
mg/mL en PBS-0,5% BSA con 100 pL de Dil en DMSO (3 mg/mL) durante 8 h a
37°C. Después la densidad de la solucién de VLDL fue ajustada a 1.019 mg/mL y
las VLDL fueron reaisladas, dializadas y filtradas.

Las células HL-1 del Articulo 1 de esta tesis fueron expuestas a las VLDL-
Dil (1,8 mM) durante 24 h en normoxia o hipoxia. Al final de la incubacidn, las
células fueron lavadas exhaustivamente con PBS, fijadas con 4% paraformaldehido

en PBS, y visualizadas por microscopia confocal (Leica TCS SP2-AOBS, Wetzlar,

Germany).

5. BIOLOGIA CELULAR

5.1 GENERACION DE CARDIOMIOCITOS DEFICIENTES EN LRP1

5.1.1 DISENO Y PRODUCCION DE PARTICULAS LENTIVIRICAS

Se disefiaron tres secuencias de RNA de interferencia (miR RNAi

XM_1919; 8223 and 8531, niimero de acceso: XM_001056970), clonadas en el
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plasmido pLenti 6.4-CMV-MSGW (Invitrogen), para silenciar la expresion del
LRP1. Un plasmido control negativo (pcDNA™ 6.2-GW/miR negative control,
Invitrogen) también fue utilizado. Las secuencias de los miR RNAi se detallan en la

Figura 1.

miR RNAi - XM_001056970_1919
Top oligo 5 TCCTCCATACACCACCAACACCTCATCTTTTGCCCACTCACTCACATCACGCTGCCTCGTCTATG 3°

Bottom oligo 53" CCTGCATACACCAGGCAGCCTCATGTCAGTCAGTGGCCAAAACATCACCTGTTCCTCGTGTATGC 37

miR RNAi - XM_001056970_8223
Top oligo 5' TGCTGTCCTCACAATCCACAAACTGGGTTTTGGCCACTGACTGACCCAGTTTGGATTGTGAGGA 3

Bottom oligo 5 CCTCGTCCTCACAATCCAAACTCCGTCAGTCAGTCCCCAAAACCCACTTTCTGCATTGTCACGGAL 37

miR RNAi - XM_001056970_8531
Top oligo 5" TCCTCACCACAACTTCGTTCCACTCGCOCTTTTGGCCACTCACTCACCCCACTCGCCAACTTCTGCT 3°

Bottom oligo 53" CCTGAGCAGAACTTGGCAGTGGGGTCAGTCAGTGGCCAAAACCCCACTCCAACAAGTTCTGCTC 37

pcDNA™6.2-GW/miR - control

Top Oligo 5'- TGCTGAAATGTACTGCGCGTOGAGACGTTTTGGCCACTGACTGACGTCTCCACGCAGTACATTT -3¢

Bottom Oligo 5'- CCTGAAATCTACTGCGTGGAGACGTCAGTCAGTGGCCAAAACCTCTCCACGCGCAGTACATTTC -3

Figura 1. Secuencias de los miR-RNAi empleados para silenciar la expresion del LRP1

La produccion de los lentivirus se realizd en las células embridnicas
humanas de rifion 293T. El dia antes de la transfeccion, 3x10° células 293 T fueron
sembradas en placas de 10 cm®. El vector de transferencia lentivirico (pLenti 6.4-
CMV-MSGW/miR, 6 pg) junto a un plasmido con la envoltura virica (pMD-G-
VSV-G, 2 pg) y una construccion de empaquetamiento (pCMV-ARS,2; 4 ug) fueron
mezclados con cloruro sédico 150 mM. La mezcla se afiadié a 250 pL. de PEI-NaCl
solution (Polyplus transfection) y se incub6 a T.A. durante 20 min. Esta soluciéon de
DNA fue afiadida gota a gota a las placas de células 293T y se incub6 durante 16 h a
37°C con una atmosfera al 5% de CO,. Al dia siguiente se elimin6 la solucidén de
transfeccion y se le afiadié medio sin suero bovino fetal (FBS) durante 48 h. Pasado

este tiempo, se recogio el sobrenadante, se centrifugo y se filtr6 a través de un filtro
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de union de proteinas pequeiias de 0,45 uM (Corning, Bath, Reino Unido). El
sobrenadante filtrado fue concentrado con un filtro Amicon Ultra Centrifugal Filters

(Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante.

5.1.2 GENERACION DE CARDIOMIOCITOS DEFIENTES EN LRP1

Los stocks de lentivirus y los controles negativos generados a partir de las
construcciones resultantes se seleccionaron con el antibiotico blasticidina ya que los
plasmidos utilizados aportaban el gen de resistencia. Con el fin de crear un stock de
células HL-1 deficientes en LRP1 que pudieran dividirse indefinidamente
manteniendo el silenciamiento, los cardiomiocitos fueron transducidos establemente
con lentivirus en una relacion de 10 MOI (10 virus/1célula, MOI: multiplicity of
infection) y mantenidos en medio completo durante tres dias. Tras esto, se cambid el
medio de cultivo por medio completo suplementado con blasticidina 10 ug/mL, que
se renovo cada dos dias hasta que solo sobrevivieron las colonias mas resistentes al
antibiotico. Los cultivos con mayor silenciamiento del LRP1 fueron seleccionados,
congelados y usados en posteriores experimentos. En el caso de NRVM se realizo
incubando las células junto a los lentivirus con una relacion de 10 MOI en medio
completo durante 18 h. Después se cambio el medio por medio fresco completo con
blasticidina (10 pg/mL). En estos cultivos primarios el silenciamiento fue puntual en
cada experimento determinado debido a que en cada sacrificio de ratas se obtienen

células nuevas que no se subcultivan.

5.2 ESTUDIO DE LA INTERNALIZACION DE GLUTAMINA EN HL-1

En el Articulo 1 de la tesis se observd un incremento de la acumulacion
lipidica derivada de las VLDL en cardiomiocitos HL-1 sometidos a hipoxia. Para

descartar que este efecto pudiese ser una respuesta inespecifica de las células
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ocurrente bajo hipoxia, incubamos los cardiomiocitos con glutamina marcada
radioactivamente (L-[3,4-°H(N)]-Glutamine, Perkin-Elmer) 2uM durante 18 h. Las
células se recogieron en NaOH 0,10 N y la radiactividad se determind en 50 pL de
los homogenados celulares en un contador de centelleo LS6500 multipurpose
(Beckman Coulter) y las cuentas se normalizaron por la cantidad total de proteina

total en las células.

5.3 DETECCION DE CELULAS HL-1 APOPTOTICAS

Con el propésito de averiguar si los tratamientos de VLDL e hipoxia
aplicados a células HL-1 inducen apoptosis, en el articulo 1 de la tesis, se utilizd el
kit ApopTag Red In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon International). En este
kit, el DNA fragmentado de las células apoptoticas es detectado al marcarse
enzimaticamente el extremo 3’-OH de los fragmentos rotos con nucledtidos
modificados. Los cultivos celulares fueron fijados con 1% paraformaldehido en PBS
durante 10 min a T.A. y a continuaciéon permeabilizados con una solucion
etanol:acido acético (2:1) durante 15 min a -20°C. Tras esto, se afladio un buffer con
los nucleotidos marcados al cultivo celular durante al menos 10 segundos (s) a T.A 'y
de seguido la enzima durante 1 h a 37°C. La reaccidon se pard con lavados de 10 min
para incubar posteriormente las células con el anticuerpo conjugado durante 30 min
a T.A.. Finalmente los cultivos se volvieron a lavar con PBS y se prepararon para

visualizarlos por microscopia confocal (Leica TCS SP2-AOBS, Wetzlar, Germany).

5.4 ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICOS

Para el articulo 2 de la tesis, durante los trasplantes cardiacos se cortaron
porciones de tejido miocardico que fueron sumergidos en una solucién fijadora (4%

paraformaldehido), embebidos en parafina, cortados en secciones seriadas de Spm
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de grosor, y colocados en portaobjetos cubiertos con Poly-L-lysine. Los anticuerpos
primarios empleados fueron monoclonales de conejo anti-LRP1 (Epitomics 2703,
dilucién 1:100), monoclonales de raton anti-Troponina T (Thermo scientific MS-
295, dilucion 1:100) y monoclonales de ratéon anti-HIF-1a (Novus NB100-105,
diluciéon 1:50). Aproximadamente 2 h antes de poner el anticuerpo primario, las
secciones fueron lavadas y la actividad peroxidada endogena suprimida con H,0,.
Las uniones no especificas fueron bloqueadas con suero equino. Los anticuerpos
primarios se detectaron usando la técnica de la inmunoperoxidasa gracias a la
afinidad avidina-biotina. Las secciones se incubaron con los anticuerpos secundarios
biotinilados apropiados (Vector®, dilucion 1:200). El cromoégeno 3,3’-
diaminobenzidine-haematoxylin fue usado para la tincion nuclear. Las imagenes
fueron capturadas con un microscopio Nikon Eclipse 80i y digitalizadas con la

camara Retiga 13001 Fast (Aumento: 240X).

En otros experimentos, las secciones fueron incubadas posteriormente con
un anticuerpo secundario Cy3-conjugado (Jackson Immuno Research Laboratories)
a 37°C durante 1 h y los nucleos fueron marcados con Hoechst 33342 (Sigma)
durante 10 min. Las imagenes fueron capturadas y analizadas con un microscopio

confocal TCS SP5 (Leica).

5.5 ESTUDIO DEL MANEJO INTRACELULAR DEL CALCIO

En el articulo 1 y 3 de la tesis, los cardiomiocitos HL-1 fueron expuestos a
lipoproteinas VLDL y LDL respectivamente, para un posterior estudio de la
estabilidad y propagacion del calcio en cultivos celulares sometidos a diferentes
frecuencias de estimulacion eléctrica. Para detectar cambios en el manejo
intracelular del calcio, los cultivos de HL-1 se incubaron con el marcador

fluorescente de calcio fluo-4. El marcaje se calculd en areas de 1x1 mm? del cultivo
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celular mediante la utilizacion del microscopio confocal de escaneo por resonancia

(Leica SP5 AOBS) con un objetivo 10X.

Las células se cargaron con fluo-4AM 2,5 pM durante 15 min a T.A.
seguidos de 30 min de desesterificacion. El Fluo-4 se excitdé a 488 nm con un laser
ajustado al 20% de intensidad. La fluorescencia emitida se detectd entre 505 y 650
nm, y los cambios en el calcio intracelular fueron estimados normalizando la
fluorescencia emitida (F) con la emision de fluorescencia basal (F,). Las sefiales
emitidas por el calcio fueron detectadas y caracterizadas mediante el software Leica
LAS o un programa propio que analiza la fluorescencia basal y méxima, y la

amplitud y duracion de la curva de movilizacidn del calcio intracelular.

En determinados experimentos se indujo una sobrecarga celular de calcio
afiadiéndolo directamente a la placa con el cultivo incrementando su concentracién

hasta 5 mM. Se afiadio también 2,2% manitol para mantener la normo-osmolaridad.

Las curvas de movilizacion del calcio, a un intervalo de estimulacion dado,
se clasificaron como uniformes, alternantes o irregulares de acuerdo a las
variaciones en la amplitud del patron de respuesta beat-to-beat que presentaban. El
patron de propagacion de la movilizacion del calcio desde una region proximal
(donde se localizaba el electrodo de estimulacion) hasta una region distal, en el
campo de imagen considerado, fue también clasificado como uniforme, alternante o

irregular.
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6. BIOLOGIA MOLECULAR

6.1 SILENCIAMIENTO GENICO MEDIANTE siRNA DE HIF-la EN
CELULAS HL-1

En el primer articulo, para silenciar la expresion de HIF-la en las células
HL-1 se transfectaron pequefios RNA de interferencia (siRNA) de forma transitoria
mediante la técnica de la nucleofeccion. Esta permite introducir material genético
externo mediante la electroporacidon, que permeabiliza la membrana plasmaética y

nuclear.

En la nucleofeccion se empled un siRNA especifico para HIF-1a (siRNA ID
4390815, Applied Biosystems) y un siRNA random (Ambion AM 4636) como
control negativo de la transfeccion. También se nucleofectaron células en ausencia
de siRNA que fueron empleadas como controles de la técnica. La nucleofeccion se
llevé a cabo con los reactivos incluidos en el Amaxa™ Cell Line Nucleofector™ Kit
L (VCA-1005, Lonza) y la utilizaciéon del programa B-033 del Nucleofector II
Device (Lonza) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez nucleofectadas
las células con el siRNA a una concentracion de 600 nM, se mantuvieron 48 h en
medio de cultivo completo. Tras este tiempo, las células se llevaron a quiescencia
durante 24 h, después se expusieron a normoxia o hipoxia durante los tiempos de
estudio, y finalmente se recogieron en el reactivo TriPure Isolation Reagent (Roche)

para aislar el RNA vy la proteina.
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6.2 MUTAGENESIS DIRIGIDA DE SECUENCIAS HRE EN
CONSTRUCCIONES DEL PROMOTOR DEL LRP1 PARA ENSAYOS DE
ACTIVIDAD LUCIFERASA

Previamente en nuestro grupo se obtuvieron unas construcciones con el
clonaje de un fragmento del promotor humano del LRP1 (1191 pb, entre las
posiciones -1305 y +341) en el plasmido comercial pGL3 (Promega) que codifica
para el gen reportero firefly luciferase [228] que permite analizar la actividad
transcripcional del promotor en respuesta a distintos estimulos. En el promotor se
encontraron dos secuencias HRE implicadas en la modulaciéon del LRP1 por la
hipoxia, mediante delecciones y mutaciones dirigidas del promotor (prescindiendo

de la secuencia HRE-1, HRE-2 o de ambas) con el kit Quickchange II (Stratagene).

Para estudiar la actividad transcripcional del promotor del LRP1 en las
células HL-1 en condiciones de hipoxia, se cotransfectaron los cultivos, en placas de
12 pocillos, con DNA plasmidico 0,5 pg/pocillo (promotor wildtype, mutado y
truncado), pRL-null 50 ng/pocillo como vector control (Promega) y 2 pL del
reactivo Lipofectamina (Invitrogen) durante 3 h. Tras esto, se cambid el medio y se
incubd durante 24 h. Al dia siguiente se llevaron las células a quiescencia durante 24
h mas y finalmente se expusieron a normoxia o hipoxia durante 18 h. La actividad
luciferasa fue medida usando el kit Dual Luciferase Assay y el lumindmetro de
placas (Orion. I, Berthold detection Systems). La firefly luciferase es una enzima
que oxida la luciferina a oxiluciferina produciendo luminiscencia. La técnica se basa
en la cuantificacidon indirecta de la expresion de esta proteina a través de la
produccion de bioluminiscencia. Los valores de luciferasa fueron normalizados por

la actividad Renilla-luciferasa del vector control.
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6.3 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA Y PROTEICA

Para la extraccién del RNA y proteina totales, las células y el tejido (25
mg/muestra) se recogieron o disolvieron en TriPure Isolation Reagent (Roche)
siguiendo las indicaciones del fabricante. El aislamiento se basa en las diferencias de

solubilidad entre RNA, DNA y proteina en distintos solventes organicos.

6.3.1 EXPRESION GENICA

Integridad del RNA: Una vez extraido el RNA total, se comprobd su
integridad mediante una electroforesis horizontal en un gel 1% agarosa en TBE,
tefiido con bromuro de etidio 0,4 pg/mL. Se mezclaron 1 pLL del RNA total, 9 puL de
H,0 autoclavada y 2 uL de colorante azul de bromofenol, y se calent6 todo a 65°C
durante 10 min antes de cargar las muestras en el gel. Los acido nucleicos con carga
negativa por los grupos fosfato migraron al aplicar una corriente eléctrica de 80V a
través del gel en condiciones de pH neutro [Maniatis et al 1989].La integridad del

RNA se observo en un transiluminador con luz ultravioleta a 260 nm.

Concentracion del RNA: La cuantificacion del RNA total se realizd
leyendo la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 260 nm en un
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). La relacion de
absorbancias a 260/280 nm indico la pureza del RNA, y se considerd que las

relaciones cercanas a 2 son las optimas.

Sintesis del cDNA: El cDNA o DNA complementario se sintetizé a partir
del RNA total mediante la retrotranscripcién (RT-PCR) con la enzima transcriptasa
reversa utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems). En el protocolo se utilizaron secuencias iniciadoras aleatorias como

primers, dNTP y la enzima Multiscribe™ (incluida en el kit) como transcriptasa
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reversa. Se mezcld por cada muestra: 1 pg de RNA total, 2 pLL de RTbuffer (incluido
en el kit), 0,8 uL de dNTP, 2 uL de primers aleatorios, 1 ul de enzima
Multiscribe™ y H,O DEPC (dietil-pirocarbonato) hasta completar un volumen de 20
pL. La reaccion RT-PCR (consistente en 25°C/10 min, 37°C/ 2 h y 4°C) se llevo a
cabo en un equipo Gene Amp” PCR System 9700 (Applied Biosystems).

PCR a tiempo real (q-RT-PCR): El analisis de la expresion génica se
realizd por PCR a tiempo real con los equipos PCR-7000 y PCR-7900 Sequence
Detection System de ABIPRISM (Applied Biosystems). La cuantificacion de la
expresion se realizod utilizando 1 pL de los productos de la RT-PCR (1 pg de RNA
total), 10 pL. de la TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems) con la
sonda a 200 nM y los primers especificos para cada gen a 300 nM (Assays on

Demand, Applied Biosystems) (Tabla 5.).

CARDIOMIOCITOS HL-1 CARDIOMIOCITOS NRVM

GEN REFERENCIA GEN REFERENCIA
LRPI Mm00464601 ml LRP1 Rn01503901
VLDLR Mm00443281 ml VLDLR Rn01498166 ml
LDLR MmO01151339-M1 LDLR Rn00598440_ml
SREBP-1 MmO01138344 ml ARBP Rn00821065 gl
SREBP-2 Mm01306292 ml
Bel2 Rn99999125_m1
BAX Rn01480160 gl GEN REFERENCIA
Conexina 40 Mn01264990 ml LRP1 Hs00233999 ml
Conexina 43 Mn00439105 ml VLDLR Hs1045922 ml
SERCA2 Rn01499537 ml LDLR Hs00181192 ml
ARBP Rn00821065 gl 18srRNA 4319413E

Tabla 5. Sondas y oligos comerciales empleados (Assays on Demand, Applied Biosystems) .

En la realizacion de la q-RT-PCR inicialmente se calentaron las muestras a
95°C durante 10 min para activar la DNA polimerasa (AmpliTaq Gold incluida en la
Tagman Universal Master Mix) y después se realizaron 40 ciclos a 95°C de 15 sy
60°C durante 1 min. Los valores Ct de los genes a estudio se normalizaron en
funcidn de los valores Ct de genes enddgenos (ARBP en ratdn y rata, y 18sr RNA en

humano).
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6.3.2 EXPRESION PROTEICA

La proteina total una vez asilada fue resuspendida en 1% dodecilsulfato

sodico (SDS) y cuantificada con el método del acido bicinconinico (BCA).

La expresion proteica se analizd mediante la técnica del Western blot. La
proteina se cargd en un gel de poliacrilamida con el agente desnaturalizante SDS
para obtener una separacion en funcion del peso molecular y no de la carga. A
continuacion las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. A
través de la tincidon reversible 0,2% Ponceau (Fluka) en 1% dacido acético se
comprobo la buena transferencia y la cantidad de proteina cargada de las muestras.
La membrana se bloqued con 5% leche en polvo o 5% BSA en TBS-Tween20
(TBS-Tween20: 0,1 M NaCl, 10 mM Tris Base, pH 7,4; con un 0,05 % de Tween
20) durante 1 h a T.A. o toda la noche (O/N) a 4°C.

Una vez bloqueada la membrana se incubd con el anticuerpo primario
especifico disuelto en la solucion de bloqueo durante 2 h a T.A. o toda la noche
(O/N) a 4°C (Tabla 6 y 7.). Después, se realizaron tres lavados con TBS-Tween20 de
5 min cada uno. A continuacién, se incubd la membrana 1 h con el anticuerpo
secundario disuelto también en la solucion de bloqueo (Tabla 6 y 7.). Tras la
incubacion se realizaron dos lavados con TBS-Tween20 y dos lavados con TBS. Se
reveld la membrana incubandola con el sustrato SuperSignal West Dura (Pierce),
que reacciona con la peroxidasa de rabano conjugada al anticuerpo secundario dando
lugar a un sustrato quimioluminiscente. Esta luminiscencia se captd con el equipo
Chemidoc XRS (BioRad) y la densidad de las bandas se cuantificé con el programa
Quantity One (BioRad).

Las membranas reveladas para los genes de estudio se reutilizaron para

detectar los genes endogenos que sirven como control de la proteina total cargada.

Primero se deshibridaron las membranas con Restore Western Blot Stripping Buffer,

90



MATERIAL Y METODOS

Thermo Scientific) segun las indicaciones del fabricante, se volvieron a bloquear y

se incubaron con los nuevos anticuerpos.

CARDIOMIOCITOS HL-1 y NRVM

LRP1 cadena B (85 kDa)

PROTEINA 25 ug

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Epitomics 27031, Monoclonal conejo
Dilucion 1:7000 en 5% leche 2 h a T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO

Dako P0448, Cabra anti-conjeo
Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

LDLR (140-160 kDa)

PROTEINA 25 ug

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Epitomics 1956-1, Monoclonal conejo
Dilucion 1:250 en 5% leche 2 ha T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO

Dako P0448, Cabra anti-conjeo
Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

VLDLR (161 kDa)

PROTEINA 30 g

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-18824 Monoclonal raton
Dilucion 1:100 en 5% leche 2 ha T.A. 0o O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO

Dako P0161, Conejo anti-raton
Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

HIF-1a (132 kDa)

PROTEINA 40 pg

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-10790, Policlonal conejo
Dilucion 1:50 en 5% leche 2 ha T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO

Dako P0448, Cabra anti-conjeo
Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

Caspasa-3 (32 kDa)

PROTEINA 25 g

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-136219, Monoclonal raton
Dilucion 1:200 en 5% leche 2 h a T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0161, Conejo anti-raton
Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

SERCA2 (110 kDa)

PROTEINA 30 yg

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Novus Biologicals NB100-237, Policlonal conejo
Dilucion 1:1000 en 5% leche 2 ha T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO

Dako P0448, Cabra anti-conjeo
Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.
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Conexina4( (40 kDa)

PROTEINA 30 ug

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Invitrogen 36-4900, Policlonal conejo
Dilucién 1:1000 en 5% leche 2 ha T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO | Dako P0448, Cabra anti-conjeo

Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

Conexina43 (43 kDa)

PROTEINA 30 ug

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Sigma-Aldrich C6219, Policlonal conejo
Dilucion 1:8000 en 5% leche 2 h a T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO Dako P0448, Cabra anti-conjeo

Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

p-Tubulina (50 kDa) - ENDOGENO HL-1

PROTEINA Segtin la membrana que se deshibride

GEL Condiciones reductoras y no reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO ABCAM ab6046, Monoclonal conejo
Dilucién 1:500 en 5% leche 2 ha T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO | Dako P0448, Cabra anti-conjeo

Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

GAPDH (37 kDa) - ENDOGENO

NRVM

PROTEINA

Segun la membrana que se deshibride

GEL Condiciones reductoras y no reductoras
ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-20357, Policlonal cabra

Dilucion 1:100 en 5% leche 2 ha T.A. 0 O/N
ANTICUERPO SECUNDARIO

Dako P0160, Conejo anti-cabra

Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

Tabla 6. Anticuerpos empleados en la técnica WB en HL-1 y NRVM.

LRP1 cadena B (85 kDa)

MIOCARDIO

PROTEINA 25 ug

GEL Condiciones no reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Research Diagnostics 61067, Monoclonal ratén
Dilucién 1:40 en 5% leche 2 ha T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO | Dako P0161, Conejo anti-raton
Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

LDLR (160 kDa)

PROTEINA 25 ug

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Epitomics 1956-1, Monoclonal conejo
Dilucion 1:250 en 5% leche 2 h a T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO | Dako P0448, Cabra anti-conjeo

Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.
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VLDLR (143 kDa)

PROTEINA 30 g

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-18824 Monoclonal raton
Dilucion 1:100 en 5% leche 2 ha T.A. 0o O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO

Dako P0161, Conejo anti-raton
Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

HIF-1a (92 kDa)

PROTEINA 40 pg

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-10790, Policlonal conejo
Dilucion 1:50 en 5% leche 2 h a T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO

Dako P0448, Cabra anti-conjeo
Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

VEGF (21 kDa)

PROTEINA 30 ug

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Santa Cruz Biotech. sc-152, Policlonal conejo
Dilucion 1:200 en 5% leche 2 ha T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO | Dako P0448, Cabra anti-conjeo
Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

Troponina T (39 kDa)

PROTEINA 30 ug

GEL Condiciones reductoras

ANTICUERPO PRIMARIO Thermo Scientific MS-295, Monoclonal raton
Dilucion 1:500 en 5% leche 2 ha T.A. 0 O/N

ANTICUERPO SECUNDARIO

Dako P0161, Conejo anti-raton
Dilucion 1:10000 en 5% leche 1 ha T.A.

B-actina (42 kDa)

PROTEINA Segtin la membrana que se deshibride
GEL Condiciones reductoras y no reductoras
ANTICUERPO PRIMARIO Abcam ab8226, Monoclonal ratén

Dilucion 1:5000 en 5% BSA2ha T.A. o O/N
ANTICUERPO SECUNDARIO

Dako P0161, Conejo anti-raton
Dilucién 1:10000 en 5% BSA 1ha T.A.

Tabla 7. Anticuerpos empleados en la técnica WB en tejido miocardico.
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La progresion de la aterosclerosis a nivel de las arterias coronarias puede
desencadenar eventos isquémicos al reducirse el flujo de oxigeno y nutrientes al
miocardio. Durante el proceso patologico de la isquemia se produce una
sobreacumulacion intracelular de lipidos en las zonas periinfarticas del miocardio al
cambiar el metabolismo cardiaco. La B-oxidacion de acidos grasos (AG) provee las
necesidades energéticas normales del corazon, pero en situaciones de isquemia y
para optimizar la produccion de energia se emplea la glucolisis de carbohidratos.
Esto provoca que los AG que entran en los cardiomiocitos se acumulen convertidos

en triglicéridos (TG) y ocurran fenomenos de lipotoxicidad.

Las lipoproteinas VLDL, al igual que los quilomicrones, son una fuente
importante de AG en forma de TG para el corazon, pero estas lipoproteinas también
transportan ésteres de colesterol (CE) que se internalizan en los cardiomiocitos y
contribuyen a la cardiomiopatia lipotoxica [155, 177], y la disfuncién sistolica y
diastolica [178]. De la misma forma las lipoproteinas LDL, en situaciones de
hipercolesterolemia, transportan una importante carga de CE y estudios previos de
otros grupos en conejos bajo dieta hipercolesterolémica mostraron una relacion
inversa entre los niveles miocardicos de colesterol y la expresion de la ATPasa del
reticulo sarcoplasmico que transfiere Ca®* (SERCA2), que es un importante
regulador en el manejo del calcio intracelular [178]. A pesar de ser bien conocidos
los efectos dafiinos de los altos niveles de colesterol en plasma para el sistema
cardiovascular, se sabe poco acerca de como entran en el cardiomiocito, si se
acumulan en condiciones de isquemia y las consecuencias funcionales de su

acumulo.

Nos planteamos estudiar el papel del receptor lipoproteico de membrana

LRP1 de los cardiomiocitos en la captacion de colesterol y sus posibles
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consecuencias funcionales debido a que en nuestro grupo en estudio previos se
identifico al LRP1 como el receptor de membrana selectivo de colesterol en las
células musculares lisas vasculares de humanos (VSMC) [73]. Ademas el LRP1 esta
sobreexpresado por la hipoxia, a través del factor de transcripcion HIF-1a [228], y
en condiciones de hipercolesterolemia, a través de la disminucion del factor de

transcripcion SREBP-2.

Con estos antecedentes nos planteamos como hipotesis de trabajo de esta
tesis que el receptor LRP1 deberia estar sobreexpresado por la hipoxia y los lipidos
siendo clave en la captacion selectiva de colesterol procedente de lipoproteinas
LDL y VLDL en cardiomiocitos isquémicos, lo que tendria serias repercusiones

sobre la dindmica del calcio. Nuestros objetivos para confirmar la hipétesis fueron:

1) Analizar el efecto de la hipoxia en la expresion del LRP1 in vitro en
cardiomiocitos ventriculares neonatales de rata (NRVM) y en la linea de células

cardiaca HL-1 e in vivo en un modelo porcino de infarto agudo de miocardio.

2) Observar el efecto de las lipoproteinas (LDL), a dosis hipercolesterolémicas, y las
VLDL, a dosis hipertrigliceridémicas, en los niveles de expresion del LRP1 en el

miocardio humano.

3) Estudiar el papel del LRP1 en la captacién y acumulacion lipidica intracelular
derivada de VLDL y LDL en condiciones de normoxia e hipoxia en cardiomiocitos
en cultivo y en tejido miocardico humano estableciendo si es posible una correlacion

entre la expresion del receptor LRP1 y la acumulacion lipidica.
4) Comprobar si la captacion de lipoproteinas LDL, y su consecuente acumulacion

intracelular, modulan el manejo del calcio y la propagacion de sefiales en los

cardiomiocitos. Se comprob6 la hipotesis de como afecta el colesterol de las
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lipoproteinas LDL sobre la dinamica del calcio, la expresion de SERCA2 y

conexinas, y la propagacion de sefiales en cultivos celulares de cardiomiocitos HL-1.

99






ARTICULOS






ARTICULOS

ARTICULOS

ARTICULO 1

“Low density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) mediates hypoxia-
induced very low density lipoproteina-cholesteryl ester uptake and

accumulation in cardiomyocytes”

“El receptor Low density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) media la
captacion y acumulacion, inducida por la hipoxia, de ésteres de colesterol

derivados de VLDL en cardiomiocitos”

REVISTA: Cardiovascular Research 2012, 94, 469-479
Factor de impacto: 6.064

AUTORES: Roi Cal'’, José Castellano'”, Elena Revuelta-Lopez', Rosa Aledo'?,
Montse Barrigal, Jordi Farré!, Gemma Vilahur'?, Laura Nasarre', Leif Hove-

Madsen', Lina Badimon'? and Vicenta Llorente-Cortés'

Centro de Investigacion Cardiovascular, CSIC-ICCC, IIB-Sant Pau, Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau, Barcelona, Espafia
2CIBER de Obesidad y Nutriciéon (CIBER-OBN), Instituto Carlos III, Madrid, Espafia

*Coautores

RESUMEN:

Objetivos: En el miocardio se acumulan intracelularmente lipidos en condiciones de
isquemia, y esta deposicion grasa esta asociada con la disfuncion cardiaca. Nuestros
objetivos fueron analizar el efecto de la hipoxia en la expresion del receptor low-

density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) en cardiomiocitos
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ventriculares neonatales de rata (NRVM) y en la linea de células cardiaca HL-1, asi
como los mecanismos involucrados; y estudiar el efecto de la hipoxia en los
receptores lipoproteicos y en el perfil lipidico del miocardio en un modelo porcino in

vivo de infarto agudo de miocardio.

Métodos y resultados: Resultados de cromatografia en capa fina (CCF) tras la
extraccion lipidica mostraron que la exposicion a VLDL de las células HL-1
conlleva una acumulacién de colesterol esterificado (CE) y triglicéridos (TG) de
forma dosis dependiente, y €sta acumulacion se ve incrementada en condiciones de
hipoxia. El silenciamiento génico del receptor LRP1 mediante el uso de lentivirus
previno la internalizacion de CE en células HL-1 y NRVM. La sobreexpresion del
LRP1 inducida por lipopolisacarido (LPS) incrementé especificamente la
acumulacion de CE procedente de VLDL en células NRVM. Ademas mediante la
aplicacion de un doble marcaje radioactivo a colesterol y triglicéridos de VLDL,
[PH]CE-["*C]TG-VLDL, encontramos que la deficiencia del LRP1 previno
especificamente la captacién inducida por hipoxia de VLDL-[’H]CE. Finalmente en
un modelo porcino in vivo de infarto de miocardio, las areas isquémicas exhibieron
una regulacion al alza del LRP1 y una sobreacumulacion dentro del miocardio de

CE.

Conclusion: Nuestros resultados demuestran que la hipoxia incrementa la expresion
del LRP1 a través de HIF-1a, y ésta sobreexpresion media la captacion y

acumulacion de CE procedente de VLDL en los cardiomiocitos.

PARTICIPACION DEL DOCTORANDO: La directora de la tesis Vicenta
Llorente Cortés da constancia de que el doctorando Roi Cal Pérez-Quevedo
participd en la elaboracion del disefio experimental, el aislamiento y cultivo tanto de
cardiomiocitos neonatales de rata (NRVM) como de HL-1, la generacion y cultivo

de células HL-1 deficientes de LRP1, el aislamiento y doble marcaje radioactivo de
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VLDL, el procesamiento de las muestras obtenidas de células HL-1 normales y
radioactivas (PCR a tiempo real, Western Blot y CCF), los estudios de apoptosis, el
analisis de resultados y la configuracidon y elaboracién final del articulo. Mencionar
que parte de este articulo fue incluido en la tesis doctoral de José A. Castellano que

trabajd principalmente con el cultivo de NRVM, su tratamientos y procesamiento.

La directora: Vicenta Llorente Cortés
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Low-density lipoprotein receptor-related
protein 1 mediates hypoxia-induced very
low density lipoprotein-cholesteryl ester
uptake and accumulation in cardiomyocytes
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Aims The myocardium accumulates intracellular lipids under ischaemic conditions, and myocardial fat deposition is closely
associated with cardiac dysfunction. Our aims were to analyse the effect of hypoxia on low-density lipoprotein re-
ceptor-related protein 1 (LRP1) expression in neonatal rat ventricular myocytes (NRVM) and cardiac-derived HL-1
cells and the molecular mechanisms involved in this effect, to determine the role of LRP1 in the very low density
lipoprotein (VLDL) uptake by hypoxic cardiomyocytes, and to study the effect of hypoxia on lipoprotein receptor
expressmn and myocar‘dlal llpld pmﬂe in an in vivo por‘cme experlmentat modet of acute myocar‘dlal |nfar‘cuon

Methods Th\n Iayer chmmatography aﬂ.er upld extraction shcwed thal VLDL exposure teads to chotesleryl ester (CE} and

and results triglyceride (TG) accumulation in a dose-dependent manner and that hypoxic conditions further increased VLDL-
derived intracellular lipid accumulation in HL-1 cells. Knockdown of LRP1 through lentiviral-mediated interfering
RMNA specifically prevented hypoxia-induced VLDL-CE intemnalization in HL-1 cells and NRVM. Lipopolysaccharide
(LPS)-induced LRP1 overexpression specifically increased VLDL-CE acecurnulation in NRVM. In addition, using
double-radiolabelled [*H]CE-['*CJTG-VLDL, we found that LRP1 deficiency specifically prevented hypoxia-
induced VLDL- [3)-|]CE uptake. Finally, in an in vive porcine meodel of infarcted myocardium, ischaemic areas exhibited
LR.P‘I prcteln up regulallon and |ntramyocar'd|al CE over‘accumuLatlcn

Conclusion Our resulls demunslrale mat hypcma increases LRP‘I expression Ihrnugh H\F 1u and lhat LRP‘I overexpression
mediates hypoxia-induced VLDL-CE uptake and accumulation in cardiomyocytes.

Keywords LRP1 & Cardiomyocytes & Cholesteryl esters » Hypoxia ¢ HIF-1a
1. Introduction in the ?ischaemic myocardium in different animal experimental
+ models.

Cardiomyocytes accumulate intracellular lipids under pathological Mast of the energy requirements of a normal heart are supplied by
conditions such as diabetes,” obesity,” and ischaemia.** Accumulation : fatty acid (FA) oxidation, a process closely coupled to FA uptake since
of fat in the heart has been associated with cardiac dysfunction and | eardiomyocytes have a limited capacity for triglyceride (TG) storage 8
heart failure.” Remarkably, a high prevalence of fat deposition has @ In contrast to a normal heart, the ischaemic heart largely uses carbo-
been found in areas of chronic myocardial infarction (MI) in  © hydrate as an energetic source to optimize energy production” As a
humans.® The patients with fat deposition had larger infarctions, © consequence, FAs that enter into the ischaemic cardiomyocytes are
decreased wall thickening, and impaired endocardial wall motion. In ! net used for energy production but are instead converted to TGs
agreement, dyslipaemia has been shown to exacerbate the injury . that accumulate inu-acellular1y_'°

*These authors contributed equally to this work
* Corresponding author. Tek <34 935565888; fac 434 935565559, E-mait cllorente(@csic-icccorg
Published on behalf of the European Society of Cardiology. All rights reserved. © The Author 2012. For permissions please email: joumals permissions@oup.com
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FAs are delivered to the heart by two sources, circulating non-
esterified FAs bound to plasma albumin and circulating esterified
FAs in the form of TG transported in TG-rich lipoproteins, such as
very low density lipoproteins (VLDL) and chylomicrons (CM).
WVLDL and CM-derived TG may be taken up by the heart through
at least two pathways: lipoprotein lipase (LpL)-mediated lipolysis' ™2
and lipoprotein receptor-mediated endocytosis.”* In addition to acting
as a TG source, VLDL is also a major source of cholesterol for the
heart," an organ with a minimum capacity for cholesterol synthesis
and LDL. However, it is still not clear whether cholesterol accumu-
lates in the ischaemic heart and whether the lipoprotein receptors
are involved in cholesterol uptake by the myocardium.

Myocardial cholesterol accumulation from TGerich lipoproteins
contributes to lipotoxic cardiomyopalhy‘s““’ and causes systolic and
diastolic dysfunction.”” Moreover, an inverse correlation has been
shown between myocardial cholesterol levels and sarco(endo)plasmic
reticulum calcium ATPase-2 (SERCA-2) ex[.)r'essiv:rr'n.17

We have previously identified low-density lipoprotein receptor-
related protein 1 (LRP1) as a key receptor for selective cholesterol
uptake by human vascular smooth muscle cells (\/’SI“'IC).13 Interesting-
ly, LRP1 is up-regulated by hypercholesterolaemia through sterol
regulatory element-binding protein-2 (SREBP-2) down-regulation
and by hypoxia through HIF-1e." The aims of this work were to
analyse the effect of hypoxia on LRP1 expression in neonatal rat
ventricular myocytes (NRVM) and HL-1 cells and the molecular
mechanisms involved in this effect, to determine the role of LRP1 in
VLDL uptake by hypoxic cardiomyocytes, and to study the effect of
hypoxia on lipoprotein receptor expression and myocardial lipid
profile in an in vivo porcine experimental model of acute myocardial
infarction (AMI).

2. Methods

An expanded Methods section is available in the Supplementary material
online.

2.1 HL-1 cardiomyocyte cell culture

The murine HL-1 cell line was generated by Dr W.C. Claycomb (Louisiana
State University Medical Centre, New Orleans, LA, USA) and kindly pro-
vided by Dr U. Rauch (Charité-Universititmedizin Berlin). These cells

show cardiac characteristics similar to those of adult cart:iorrr:,rot::."\:tas.m‘rI

2.2 NRVM isolation and culture

The study protocols were approved by the animal research committee of
our institution (ICCC020/DMAH4711) and they were conducted in ac-
cordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
published by the US National Institutes of Health. NRVM cultures were
prepared from heart ventricles of 3—4-day old Wistar rats as previously
described.” MNeonates were sacrificed by decapitation and the hearts
were excised and both atria were removed. Cell suspensions were
prepared using a neonatal cardiomyocyte isolation system (Worthington
Biochemical Corporation) following the manufacturer's instructions.

2.3 Generation of LRP1-deficient
cardiomyocytes

2.3.1 Design of LRP1 miRNA lentiviral vectors

Three different sequences of miR RNAI (XM_1919; _8223;and _8531) were
designed to down-regulate LRP1 (accession number: XM_001056970) and
cloned into pLentie 4-CMV-MSGW (Invitrogen). A universal insert-negative

control (Imvitrogen, pcDMNA™6.2-GW/miR-negative control) was also used
(Supplementary material online, Figure S1A).

2.3.2 Lentiviral particle production
Lentiviral particle production was performed as previously described with
some modifications.”

2.3.3 LRP1-deficient cardiomyocytes generation
Lentivirus stocks and a negative control generated from the resulting
constructs were titred by blasticidin selection

2.4 In vivo experimental model of myocardial
ischaemia

The pattern of myocardial lipoprotein receptor expression and myocar-
dial neutral lipid accumulation was analysed in the myocardium of a
group of male pigs (crossbred commercial pigs: Landrace—Largewhite).
These animals are part of the experimental model used to analyse the
molecular and cellular mechanisms involved in cardiac remodelling after
AMI** A sham-operated group of animals was used as control. The
study protocol was approved by an institutional animal research commit-
tee and conformed to the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the US National Institutes of Health (MIH Publica-
tion Mo 85-23, revised 1996). Twelve hours prior to the experimental
induction of acute Ml (AMI), a loading dose of clopidogrel (150 mgikg)
was administered to al animals. Haemodynamic parameters, ECG, and
body temperature were monitored throughout the experimental proced-
ure to ensure a proper deep plane of amaesthesia Anaesthesia was
induced by the intramuscular injection of Zoletil™ (tiletamine and zolaze-
pam) (7 mghkg), Dormitory® (medetomidin) (7 mgkg), and atropine
(0.03 mg'kg). Animals underwent endotracheal intubation, and anaesthesia
was maintained by isofluorane inhalation (1.5-2%). A continuous infusion
of amiodarone (300 mg, 75 mg/h) was initiated at the beginning of the
procedure in al pigs as a prophylaxis for malignant ventricular arrhyth-
mias. Angiographic images were used to guide the angioplasty balloon
placement (below the first diagonal branch). The angioplasty balloon
(2.5-3 mm) was inflated at nominal pressure (complete occlusion of
the LAD was verified by fluoroscopy). Occlusion was maintained for
90 min, and oxygen levels and the ECG were monitored throughout
the surgical procedure. The site of occlusion was immediately distal to
the origin of the first diagonal branch. At the end of the ischaemic
period, animals were sacrificed by an overdose of KCl while anaesthe-
tized. Following sacrifice, heart samples from the necrotic border in
the ischaemic septal zone vs. that from the left ventricle free-wall,
non-ischaemic/remote myocardium, were used for molecular analysis.

2.5 VLDL preparation

Human VLDL (dya01 — diass g/mL) were obtained from pooled sera of
normocholesterolaemic volunteers.

2.6 Lipid extraction and determination of
cholesteryl ester, free cholesterol, and TG
content of cardiomyocytes and myocardium
Cells were exhaustively washed and harvested in NaOH 0.1 M following
the VLDL incubation period. In the animal experimental model, one
portion of myocardial tissue (5 mg) was also homogenized in NaOH
0.1 M. Lipids were extracted as previously described,"™* and cholesteryl
ester (CE), free cholesterol (FC), and TG content was analysed by thin-
layer chromatography. See Supplementary material online, Methods for
more details.
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2.7 Preparation of double-radiolabelled VLDL
particles and determination of VLDL uptake
by cardiomyocytes

Double-radiclabelled [*HJCE{®C]TGVLDLs were obtained by a
previously described method with small modifications.'®

2.8 Small interference RNA-mediated gene
silencing of HIF-1a in HL-1 cells

Toinhibit HIF-1x expression, HL-1 cells were transiently transfected with
HIF-1we-specific small interference RNA (siRNA) acquired from Applied
Biosystems (siRMNA 1D 4390815). An siRMNA-random was used as a
negative control (Ambion AM 4636) in cellular transfections.

2.9 Constructions for luciferase reporter gene
assay and site-directed mutagenesis
The construction and mutation of LRP1 promoter in a luciferase reporter

plasmid and the transient transfection assays were performed as previously
described in Hela cells."”

2.10 Real-time PCR

mRMNA expression of LRP1, VLDL receptor (VLDLR), LDLR, SREBP-1,
SREBP-2, Bel-2, and BAX was assessed by real-time PCR.

2.11 Western blot

Proteins were analysed by western blot analysis. See Supplementary ma-
terial online, Methods for more details.

2.12 Apoptosis detection

Apoptotic cells were visualized using the ApopTag Red In Situ Apoptosis
Detection Kit (Chemicon International, $7165) following the manufac-
turer’s instructions.

»

2.13 Intracellular calcium handling

To detect changes in intracellula- calcium handling, control and
LRP1-deficient HL-1 cells previously exposed to VLDL (1.8 mM, 18 h)
were loaded with fluo-4 as previously described.?? Calcium was assessed
ina1x1mm?®of the cell culture, using a resonance scanning confocal
microscope (Leica SP5 AOBS) with a 10x objective. Cell cultures were
loaded with 2.5 pM fluo-4AM for 15 min at RT followed by 30 min of
de-esterification. Fluo-4 was excited at 488 nm, with the laser intensity
set to 20% To induce Ca®" overload, Ca®* was increased to 5mM,
and mannitol 2.27% (viv) was added to maintain normo-osmolarity
(312 mOsm). Cells were subjected to electrical field stimulation using
square pulses of 5 ms duration and with the voltage set at 1.5 times the
stimulation threshold The electrodes were at a distance of 100-
200 pm from the imaging field. Calcium transient amplitude was evaluated
at 05 Hz

2.14 Statistical analysis

Continuous variables are expressed as mean + SEM.

3. Results

3.1 Effect of hypoxia on LRP1, VLDLR,
and LDLR mRNA expression in NRVM

and HL-1 cells

The effect of hypoxia on lipoprotein receptor expression was ana-
lysed at the mRMNA level by real-time PCR and at the protein level
by western blot analysis. As shown in Figure 1A, hypoxia increased
LRP1 mRNA (from 1.6-fold at 4 h to 2.7-fold at 16 h) and VLDLR
mRNA (from 28-fold at 4h to 4-fold at 16 h) and decreased
LDLR mRNA expression (from 10% at 4h to 52% at 16 h) in a
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Figure | Efect of hypoxia on LRP1, VLDLR, and LDLR expression in HL-1 cardiomyocytes. (A) Real-time PCR quantification of LRP1, VLDLR, and
LDLR mRMNA levels in cells exposed to normaoxia or hypoxia for increasing times. Data were processed with specially designed software based on
threshold cycle (Ct) values, normalized to ARBP mRMNA levels, and expressed as mean + SEM of three experiments performed in duplicate. *P << 0.05
vs. normaxic cells. (B) Western blot analysis and bar graph quantification of LRP1, VLDLR, and LDLR bands in HL-1 cardiomyocytes exposed to
normoxia or hypoxia for 24 h: unchanged levels of B-tubulin were used zs a loading control. *P < 0.05 vs normoxic cells.
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Table | Effect of hypoxia on SREBP-1 and SREBP-2
mRNA levels in HL-1 cells

SREBP-1 SREBP-1

293+ 018
102 + 0.0%*

350 4022
130 +04%

MNormaoxia

Hypoxia

HL-1 cells were exposed to normoxia or hypoxia for 24 h. SREBP-1 and SREBP-2
mRMNA expression levels were analysed by real-time PCR. Data were processed with
specially designed software based on threshold cycle (Ct) values, normalized to ARBP
mPRMNA levels, and expressed as mean + SEM of three experiments performed in
duplicate.

*P < 0.05 vs. normoxic HL-1 cells.

time-dependent manner in HL-1 cells. As shown in Table 1, hypoxia
significantly reduced SREBP-1 and SREBP-2 mRMNA expression levels
to ~60%. In agreement with real-time PCR results, western blot ana-
lysis showed that hypoxia (24 h) strongly up-regulated LRP1 and
VLDLR protein expression in HL-1 (Figure 18) and NRVM (Supple-
mentary material online, Figure $1) cardiomyocytes. In contrast,
hypoxia down-regulated LDLR protein expression in both HL-1
(Figure 1B) and MRVM cardiomyocytes (Supplementary material
online, Figure §1).

3.2 Role of HIF-1x on LRP1 up-regulation
induced by hypoxia in HL-1 cells

In order to investigate the involvement of HIF-1e« in LRP1 up-regulation
by hypexia, we inhibited HIF-1a expression by nucleofection with spe-
cific siRNA-HIF-1c. siRNA-HIF-1a but not siRNA-random completely
prevented the 3.8-fold increase in HIF-1a protein levels induced by
hypoxia in HL-1 cells (Figure 24, left panel). Hypoxia did not exert an
effect on LRP1 protein expression (Figure ZA, right panel) in
HIF-1a-deficient cells but it significantly increased LRP1 expression in
control and siRNA-random-treated HL-1 cells. As shown in Figure 2B,
real-time PCR results showed that siRMNA-HIF-1w efficiently prevented
LRP1 and VLDLR mRNA everexpression induced by hypoxia. In con-
trast, HIF- 1« inhibition did not show any significant effect on the down-
regulatory effect of hypoxia on LDLR expression.

Previous studies from our group showed that human LRP1 pro-
moter conins two HRE-binding sites (HRE-1 from —1072 w0
— 1069 and HRE-2 from —695 to —692)." In order to investigate
the role of HRE-1 and HRE-2 sites in the hypoxic modulation of
the LRP1 promoter, we performed transient transfection of HL-1
cells using LRP1 promoter constructions with the two HRE sites
(from —1305 to +341), without the HRE-1 site, without the
HRE-2 site, and without any HRE site. As shown in Figure 2C,
hypoxia (24 h) increased the transcriptional activity of the wild
LRP1 promoter by 24-fold and that of the HRE-1-or HRE-2
mutated LRP1 promoter by 1.7-fold and 1.6-fold, respectively.
Hypoxia had no effect on the construction without HRE sequences.
These results demonstrate that HIF-1ae mediates the induction of
LRP1 transcription in hypoxic HL-1 cells.

3.3 Effect of VLDL on intracellular lipid
accumulation in normoxic and hypoxic
HL-1 cells

As previously reported in NRVM card\c»rw,rucyles.22 VLDL increased
both intracellular CE (from 6.7 + 22 to 77.6 £ 88 pg CEmg cell

protein) and TG (from 25 +0.2 to 692+ 3.0 pg TGimg cell
protein) content of HL-1 cells (Figure 3A) in a dose-dependent
manner. Hypoxic conditions further increased VLDL-derived intracel-
lular CE (to 110.5 £ 1.6 pg CE/mg cell protein) and TG accumulation
(to 80.5 + 3.9 pg TG/mg cell protein). However, in contrast to the
effect of hypoxia per se on the TG content of NRVM,? hypoxia per
se had no effect on the TG content of HL-1 cells. In agreement
with these data, confocal microscopy (Figure 3B) showed higher
Dil-VLDL uptake in hypoxic than in nermexic HL-1 cells. As shown
in Figure 3C, apoptosis was undetectable in normoxic and hypoxic
HL-1 cells unexposed or exposed to VLDL, although it was clearly
detected in the positive control (HL-1 treated with H;O5).

3.4 Effect of LRP1 deficiency in YVLDL-CE
and VLDL-TG intracellular accumulation
induced by hypoxia in HL-1 cells and NRYM
cardiomyocytes

In order to know the involvement of LRP1 on VLDL uptake and
VLDL-derived intracellular lipid accumulation, three miR RNAi
(RNANS19, RNAIB223, and RNAIB531) (Supplementary material
online, Figure $ZA) were tested to target LRP1. RNAI1919 and
RNAIB531 showed similar ability to reduce LRP1 mRNA expression
in hypoxic MRVM and HL-1 cardiomyocytes (Supplementary material
online, Figure $2B). We selected RNAIB531 (RNAILRP1) to knock-
down LRP1 expression.

RNAI-LRP1 treatment significantly prevented the hypoxia-induced
LRP1 protein up-regulation in both HL-1 (Figure 44) and NRVM car-
diomyocytes (Supplementary material online, Figure 53A) (either un-
exposed or exposed to VLDL). In contrast, VLDLR or LDLR
expression was unaltered in hypoxic cells subjected to RNA-LRP1
reatment This treatment did not alter the low levels of LRP1
protein expression in normoxic cells.

Both control and RNA-LRP1-treated HL-1 cells showed undetectable
levels of intracellular CE (Figure 48, left panel) and TG (Figure 48, right
panel) in the absence of VLDL However, NRVM cardiomyocytes
(control or RNAI-LRP1 treated) showed basal levels of intracellular
TG that were increased 1.3-fold by hypoxia (Supplementary material
online, Figure 53B, right panel). In the presence of VLDL, the intracellular
lipid profile in LRP1-deficient cells was different from that in control
cells when exposed to hypoxia. LRP1 deficiency almeost completely pre-
vented hypoxia-induced VLDL-derived CE overaccumulation in HL-1
celk (Figure 4B, left panel) and NRVM cardiomyocytes (Supplementary
material online, Figure 538, left panel). Nevertheless, LRP1 deficiency
did not show any effect on the hypoxia-induced VLD L-derived TG ac-
cumulation in HL-1 cells (Figure 4B, right panel) or NRVM cardiomyo-
cytes (Supplementary material onling, Fgure S3B, right panel). These
results suggest that LRP1 up-regulation is essential for intracellular
VLDL-derived CE accurmulation in hypoxic cardiomyocytes.

In order to explore the role of LRP1 in VLDL-CE accumulation
through a different approach, we attempted to overexpress LRP1.
Previous studies showed that LRP1 may be up-regulated by lipopoly-
saccharides (LPS) in neurons® and by angiotensin Il in human
VSMC.? Here, LPS that significantly induced LRP1 protein expression
in NRWM cardiomyocytes (Supplementary material online, Figure 53C)
specifically increased intracellular VLDL-derived CE accumulation by
1.6-fold (Supplementary material online, Figure 53D). However, LPS
did not alter the intracellular VLDL-TG accumulation (Supplementary
material online, Figure $30) in these cells Therefore, these results
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Figure 2 Role of HIF-1a in the modulation of LRP1 expression. HL-1 cells were transfected with siRNA-HIF-1a or siRNA-random (0.6 pmol/L) by
nucleofection. Control cells were nucleofected in the absence of siRNA. HL-1 cells were exposed to normoxia or hypoxia and harvested at 4 h to
test HIF-1c or at 24 h to test LRP1 expression. (A) Representative western blot analysis and bar graphs showing the quantification of HIF-1a and
LRP1 protein bands. Unchanged levels of B-tubulin are shown as a loading control. Results are expressed as mean + SEM of two experiments performed
in triplicate. *P << 0.05 vs. normoxic HL-1 cells. (B) Real-time PCR quantification of LRP1, VLDLR, and LDLR mRNA levels in HL-1 cells exposed to nor-
moxia or hypoxiafor 24 h. Data were processed with specially designed software based on threshold cycle (Ct) values, normalized to ARBP mRNA levels,
and expressed as mean + SEM of three experiments performed in duplicate. *P << 0.05 vs. normoxic HL-1 cells; # vs. control cells. (C) HL-1 cells were
transfected with wild or mutated LRP1 promoter constructions (0.5 pg/well), and after 24 h, cells were exposed to normoxia or hypoxia for further 24 h.
HL-1 cell lysates were used to determine luciferase activity, which was normalized to Renilla. *P < 0.05 vs. normoxic HL-1 cells.

confirm that LRP1 when overexpressed contributes to VLDL-CE
uptake by cardiomyocytes.

cells. The specific activity of double-radiolabelled VLDL was 439 +
53.5c.pm. PH)/ug VLDL prot and 87 + 15 cpm. [“C]/ug VLDL
prot. As shown in Figure 5A, the increased [*H}-CE uptake induced
by hypoxia (2.3-fold) in control HL-1 cells was completely prevented
in LRP1-deficient cells. In contrast, the increased [HC]-TG uptake

3.5 Effect of LRP1 deficiency in

[PH]CE-['*C]TG-VLDL uptake in hypoxic
HL-1 cells

A more sensitive lipid uptake analysis was carried out with radiola-
belled VLDL. The involvement of LRP1 in [*H]-CE and [“C]-TG
uptake was analysed by determining [3H] and [”Cj counts per
minute (c.p.m.) associated with control and LRP1-deficient HL-1

induced by hypoxia (1.3-fold) was similar in control and
LRP1-deficient cells (Figure 58). The [PHJ['*C] ratio in double-
radiolabelled VLDL was 5 +08. As shown in Figure 5C, the low
CE/TG uptake (1.04 £ 0.19) in normoxic HL-1 was increased by
2-fold by hypoxia in control but not in LRP1-deficient cells. In
order to know whether increased VLDL-CE uptake was an unspecific
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Figure 3 Effect of VLDL on intracellular lipid accumulation in normoxic and hypoxic HL-1 cells. (A) HL-1 cells were exposed to increasing VLDL
concentrations under normoxic or hypoxic conditions as explained in Methods. Thin-layer chromatography showing intracellular CE, TG, and FC
bands, and line graphs showing their quantification in normoxic (dotted line) and hypoxic (continuous line) HL-1 cardiomyocytes. Results were
expressed as micrograms of cholesterol or TG per milligram of protein and shown as the mean of three experiments performed in duplicate (devia-
tions <<5% from the mean do not appear in the computer-orignated graphs). *P << 0.05 vs. normoxic HL-1; #P < 0.05 vs. VLDL-unexposed HL-1. (B)
HL-1 cells were incubated with Dil-VLDL (1.8 mM) for 24 h. Cells were then exhaustively washed, fixed, and photographed using confocal micros-

copy. (C) Confocal microscopy detection of cell death in control or VLDL (1.8 mM)-exposed HL-1 cells, using the ApopTag Red In Situ Apoptosis
Detection Kit. Scale bar 20 pm.
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Figure 4 Effect of RNAI-LRP1 on lipoprotein expression and VLDL-derived intracellular lipid profile in normoxic and hypoxic HL-1 cells. HL-1 cells
were exposed to VLDL (1.8 mM) under normoxic or hypaxic conditions as explained in Methods. (A) Western blot analysis and bar graphs showing
the quantification of LRP1, VLDLR, and LDLR. Unchanged levels of S-tubulin are shown as a loading control. Results are expressed as mean + SEM of
three experiments performed in triplicate. (B) Thin-layer chromatography showing CE, TG, and FC bands, and histograms with their quartification
Results are expressed as micrograms per milligram of protein and shown as mean + SEM of three experiments performed in triplicate. (C) The ratio
between Bel2 and BAX mRMNA expression was considered the cell survival ratio. Data are shown as a percentage of control cells and expressed as
mean + SEM of four experiments performed in duplicate. (D) Representative western blot showing caspase-3 (CPP32) protein expression. Unchanged
levels of B-tubulin are shown as a loading control. *P < 005 vs. normoxic cells; #P < 0.05 vs. VLD L-unexpased cells; £P < 0.05 vs. control cells.
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Figure 5 Effect of RNA-LRP1 on VLDL-[*H}-CE and VLDL-["*CJ-TG uptake by HL-1 cells. HL-1 cells were exposed to YLDL under normoxic or
hypaxic conditions as explained in Methods. VLDL-[*H]-CE (A) and VLDL-["“C}-TG (B) uptake was determined as [*H] and ["*C] c.p.m. associated
with cellular homogenates. The CE/TG ratio (C) was considered as c.p.m. [*H)c.pm. ["*C]. (D) Quiescent HL-1 cells were exposed to [*H]-gutamine
(2 wM) under normaxic and hypoxic conditions. [*H]-Glutamine uptake was determined as [*H] c.p.m. associated with cellular homogenates. Results
are expressed as counts per minute per micrograms of protein and shown as mean + SEM of three experiments performed in triplicate. *P < 005 vs

normoxic HL-1; & <2 005 vs. control HL-1.

effect due to starved conditions, we analysed the uptake of
L-[*H]-glutamine in our experimental settings. Our results showed
that neither hypoxia nor RNAI-LRP1 altered L-[EH]-gluLamine uptake
in HL-1 cells (Figure 5D), suggesting that the observed changes in
WVLDL uptake are unrelated to starvation.

3.6 Effect of LRP1 deficiency on cell
survival and calcium handling

To test the viability of the cell culture, we evaluated the balance
between intracellular mRMNA levels of an apoptotic marker (BAX)
and a survival marker (Bcl2). VLDL or hypoxia significantly decreased
Bel2/BAX ratio (Figure 4C) but not caspase-3 (CPP32) expression
(Figure 4D), suggesting that VLDL and hypoxia did not induce cellular
apoptosis, although they may reduce the survival capacity of HL-1
cells in agreement with previous results in NRVM cardiomyocytes.??
RNAI-LRP1 treatment did not influence HL-1 cell survival
Supplementary material online, Figure 54,
WVLDL-exposed HL-1 cells either unstimulated or stimulated (centre
panel) were more prone to present waves and irregular responses
compared with VLDL-unexposed HL-1 cells (left panel), as previously
shown in NRVM cardiomyocytes. The percentage of waves
increased in calcium-overloaded unstimulated (centre panel, up) but
not in stimulated HL-1 cardiomyocytes (centre panel, down).

As  shown in

WVLDL-exposed LRP1-deficient HL-1 cells (right panel), either un-
stimulated or stimulated, showed a reduced percentage of waves
and irregular responses compared with control HL-1 cells (centre
panel). However, the percentage of not responding cells was much
higher in LRP1-deficient cells (right panel) than in control cells
(centre panel). In agreement, the percentage of not responding was
increased, whereas the percentage of waves was reduced in
calcium-overloaded-LRP1-deficient HL-1 cells under stimulation.

3.7 Effect of acute ischaemia induced by
coronary balloon occlusion on lipoprotein
receptor pattern and neutral lipid profile
in the porcine myocardium

In order to test whether the findings obtained in vitro could be trans-
lated to the ischaemic heart, we used a porcine experimental model
of acute ischaemia. First, LRP1 and VLDLR expression was deter-
mined in non-ischaemic (remote myocardial zone) and ischaemic
(peri-necrotic myocardium or penumbra) regions in the myocardium
of infarcted and sham-operated animals (Figure 64) by western blot
analysis. LRP1 protein expression was significantly increased in the is-
chaemic myocardium (5.68-fold vs. sham; P < 005) (Figure 6A, left
panel). Although to a minor extent, VLDLR protein was also signifi-
cantly increased in the ischaemic zone (2.15-fold vs. sham; P < 0.05)
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Figure 6 Effect of ischaemia on lipoprotein receptor expression
pattern and neutral lipid profile in the ischaemic and non-ischaemic
porcine myocardium. Frozen tissue from non-ischaemic (white bars)
and ischaemic (black bars) myocardium from sham-operated animals
(n=3) and animals subjected to 90 min of ischaemia by coronary
balloon occlusion (n=6) was pulverized and homogenized. (A)
Western blot analysis showing LRP1 and VLDLR bands, and bar
graphs showing LRP1 and VLDLR quartification. Unchanged levels
of GAPDH are shown as a loading control. {B) Thin-layer chroma-
tography shows CE, TG, and FC bands. The data are expressed as
mean + SEM. *P < 0.05 ws. non-ischaemic myocardium and
sham-operated animals.

(Figure 6A, right panel). We also evaluated the effect of ischaemia on
myocardial CE, TG, and FC content analysed using thin-layer chroma-
tography after lipid extraction (Figure &B). Both CE (Figure 6B, left
panel) and TG (Figure 6B, right panel) were strongly up-regulated in
the ischaemic area of the myocardium (2-fold and 2.84-fold increase,

respectively, vs. sham; P<-0.05), whereas no differences were
observed in the neutral lipid content of the non-ischaemic area
and sham.

4. Discussion

Qur results demonstrate that (i) hypoxia up-regulates LRP1 and
WVLDLR whereas down-regulates LDLR in cardiomyocytes, (ii)
hypoxia up-regulates LRP1 expression through HIF-Tae in HL-1 cells,
and (i) LRP1 overexpression mediates hypexia-induced VLDL-CE
uptake and accumulation in cardiomyocytes. In addition, both LRP1
expression and CE levels are up-regulated in the ischaemic myocar-
diurn of an in vive porcine model of AML

The current study shows that hypoxia up-regulates LRP1 through
HIF-1exin HL-1 cells, as previously shown in human VSMC." In agree-
ment with previous results,” we also found that HIF-1a is key for the
hypoxic modulation of VLDLR in HL-1 cells. Therefore, LRP1 and
VLDLR share a commen mechanism of transcriptional activation by
hypoxia and this may explain the huge myocardial LRP1 and VLDLR
up-regulation that we have found in the porcine model of AML. In con-
trast to the clear role of HIF-1a on LRP1 and VLDLR overexpression,
this transeription factor does not seem to play a role in LDLR down-
regulation. In fact, LDLR down-regulation may be explained by the
SREBP-1 and SREBP-2 decay in hypoxic HL-1 cells, as previously
reported in hypoxic human VSMC."®

Niu et al.” demonstrated that cholesteral uptake from remnants of
TG-rich lipoproteins was strongly reduced by suramin (an unspecific
inhibitor of the LDL receptor superfamily) in a perfused heart model.
In the present study, we found that LRP1 is crucial for selective CE
uptake and accumulation in hypoxic cardiomyocytes. These results
are in agreement with the role of LRP1 mediating CE selective
uptake from lipoproteins'®* due to LRP1 capacity to move to caveo-
lae, patches of the sarcolemmal membrane that act as acceptors of
CEs*' In addition, LRP1 and proteoglycans, which are up-regulated
by hypoxia*? cooperate to mediate ligand uptake. In contrast to
the strong impact of LRP1 inhibition on VLDL-CE uptake in hypoxic
cardiomyocytes, LRP1 deficiency did not exert any significant effect
on VLDL-TG uptake or VLDL-TG accumulation. These results
show that VLDL-CE uptake occurs via a different mechanism than
VLDL-TG uptake. Previous studies showed that CD36 is involved in
myocardial VLDL-TG uptake." CD36 is up-regulated by hypoxia®™*
and it may thus participate in the increased FA uptake and TG accu-
mulation under ischaemia. A recent study points to VLDLR as an es-
sential receptor for TG accumulation in hypexic HL-1 cells and in the
ischaemic m‘,rc»:ar-n‘lium‘IE VLDLR closely interacts with LpL.11 which
plays a major role in VLDL uptake by the heart."*”® Moreover, LpL
and VLDLR activities correlate, have a similar tissue-specific expres-
sion and distribution,'" and are increased by hypoxia in the
cardiomyome.n‘mjs Therefore, it is plausible that LpL and VLDLR
participate in hypoxia-induced VLDL-CE accumulation. Further
experiments aimed at establishing the precise contribution of LpL,
VLDLR, and LRP1 in myocardial VLDL-CE uptake in pathophysiologic-
al situations will be extremely relevant for preventing the deleterious
effects of TG and CE delivery to the heart.

Our data show that increased intracellular neutral lipid accurnula-
tion does not induce cardiomyocyte apoptosis in short incubation
periods. Similar results have been previously reported in lipid-loaded
hurman VSMC'? and HL-1 cells*® However, hypoxia and lipids prob-
ably induce cell death at longer exposure periods. Indeed, in the
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context of diabetes/obesity, a strong TG accumulation has been
correlated with cell death’® and diastolic dysfunction in animal
models®®*” and also in type 2 diabetes mellitus patients.*® In the
context of ischaemia, TG accumulation promotes cardiac ER
stress.”® The deleterious effects of myocardial lipids both in obesity/
diabetes and in ischaemia have been exclusively ascribed to TG,
assuming that these are the only neutral lipids accumulated in cardio-
myocytes. It has been reported that TG-rich lipoproteins such as
VLDL deliver both TG and CE to cardiomyocytes'**® and that
hypoxia increases both VLDL-TG and VLDL-CE delivery to neonatal
cardicn'.yocytes.n In the present study, we show that myeocardial
neutral lipid includes both TG and CE in a porcine model of acute is-
chaemia. Therefore, we consider that this assumption should be
revised and that most of the deleterious effects of neutral lipid depos-
ition ‘lipotoxic effects” may not only be caused by TG but zalso by
myocardial CE. Relevant studies have shown that myecardial choles-
terol contributes to lipotoxic cm‘]icm'r,rcu:;aﬂ'ny‘E"16 and that it is the
cause of systolic and diastolic dysfunction.” In fact, an inverse correl-
ation between myocardial cholesterol levels and SERCA-2 expression
has been shown.” Our group has recently demonstrated that
SERCA-2 plays a erucial role in the hypoxic potentiation of calcium
handling disturbances induced by VLDL?? Taken together, these
results suggest that LRP1 may be a target in order to prevent ischae-
mic myocardial functional alterations associated with intracellular
cholesterol accumulation in cardiomyocytes. Results from the
present study show that although LRP1 inhibition reduces VLDL-
induced waves and irregular responses, LRP1 deficiency increases
the percentage of inactive cells and worsens HL-1 resistance to
calcium overload. These results are in agreement with the pivotal
role of LRP1 as a signal-transducing receptor that mobilizes calcium
intracellular release.™ Indeed, the impairment of LRP1 cholesterol
carrier function without altering LRP1 essential signal transduction
is the better strategy to prevent hypoxia-induced CE accumulation.

Cardiomyocytes in the peri-infarct zone become markedly over-
loaded with neutral lipids'® that are key determinants for the transi-
tion from reversible to irreversible acute myocardial injury and for
arr'ylhmlas."o Therefore, our results should be considered for design-
ing efficient strategies to prevent cardiac alterations derived from
myocardial cholesteryl accumulation.

Supplementary material

Supplementary material is available at Cardiovascular Research online.
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Methods

HL-1 cell culture

HL-1 cells were maintained in Claycomb Medium (JRH Biosciences, Lenexa, KS,
USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA), 100 uM norepinephrine, 100 units/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin, and L-Glutamine 2 mM (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
USA) in plastic dishes, coated with 12.5 pg/mL fibronectin and 0.02% gelatin, in a
5% CO2 atmosphere at 37°C. L-[3,4-3H(N)]-Glutamine was from Perkin-Elmer.

Neonatal Rat Ventricular Myocytes (NRVM) isolation and culture

Cardiomyocytes were separated from cardiac fibroblasts by preplating onto plastic
dishes for 90 min at 37°C in 5% CO2. Cardiomyocytes were maintained on 1%
gelatine-coated dishes at a density of 7.5x104 cells/cm2 in 4:1 DMEM:M199
(Gibco) supplemented with 5% FBS (Invitrogen), 10% fetal horse serum
(Invitrogen) and 1% penicillin/streptomycin. 1 pg/ml  Cytosine B-D-
arabinofuranoside (Sigma) was added to the culture media to inhibit proliferation of
residual fibroblasts. The culture medium was changed every other day. After 48h in
culture, myocytes exhibited regular spontaneous contractions. Cells were used for

experiments after 3-6 days in culture.

Generation of LRP1-deficient cardiomyocytes

Design of LRP1 miRNA lentiviral vectors

Three different sequences miR RNAi (XM _1919; 8223 and 8531) were designed
to downregulate LRP1 (Accession number. XM 001056970) and cloned into

pLenti6.4-CMV-MSGW (Invitrogen). An universal insert negative control
(Invitrogen, pcDNATM6.2-GW/miR negative control) was also used (Fig. 1A

online).
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Lentiviral particle production

Lentiviral particle production was performed as previously described with some
modifications.1 Briefly, the day prior transfection, 3 x 106 human embryonic kidney
cells 293T were seeded on 10 cm2 plates. Lentiviral transfer vector (pLenti6.4-
CMV-MSGW/miR, 6 pg), viral envelope plasmid (pMD-G-VSV-G, 2 ng) and
packaging construct (pCMV-ARS8.2, 4 pg) were mixed with sodium chloride 150
mM, added to 250 uL of PEI-NaCl solution (Polyplus transfection) and incubated at
room temperature (RT) for 20 min. This DNA solution was then added drop-wise to
the plate containing the 293T cells with medium, swirled gently, and incubated for
16 h at 37°C with 5% CO2. The following day, the transfection solution was
removed, and medium without fetal bovine serum (FBS) was added to the cells and
it was maintained for 48 hours. The supernatant was then collected, centrifuged, and
filtered through a 0.45 pm low protein binding filter (Corning, Bath, United
Kingdom). The filtered supernatant was concentrated using Amicon Ultra
Centrifugal Filters (Millipore) following manufacturer’s instructions.

LRP1-deficient cardiomyocytes generation

Lentivirus stocks and a negative control generated from the resulting constructs were
tittered by blasticidin selection. In each experimental set performed in confluent
NRVM, cells were incubated for 18 hours in the presence of lentivirus with 10
multiplicity of infection (MOI). In order to generate a stock of LRP1-deficient HL-1
cells, they were stably transduced with 10 MOI lentivirus and maintained in a
complete medium supplemented with blasticidin (10 pg/mL) to select blasticidin—
resistant colonies. HL-1 cell clones with maximal LRP1 downregulation were

selected, grown with blasticidin and used in further experiments.

Small interference RNA-mediated gene silencing of HIF-1a in HL-1 cells

To inhibit HIF-1a expression, HL-1 cells were transiently transfected with HIF-1a
specific siRNA acquired from Applied Biosystems (siRNA ID 4390815). A siRNA-
random was used as a negative control (Ambion AM 4636) in cellular transfections.

HL-1 cells were transfected with siRNA by the nucleofection technique using the
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Cell line NucleofectorTM kit L (VCA-1005) from LONZA-Amaxa according to the
manufacturer’s instructions. The final siRNA transfection concentration for siRNA-
HIF-1a | 'was 0.6 umol/L. After 48 hours of nucleofection, cells were exposed to

normoxia or hypoxia for 4 hours and harvested by scraping in TriPure Reagent

(Roche) for PCR and Western blot analysis.

Exposure of cardiomyocytes to VLDL under normoxic and hypoxic conditions
Cells were exposed to normoxia (21% O2) in a Nirco gas incubator with gas
mixtures consisting of 74% N2 and 5% CO2 or to hypoxia (1% O2) in a
Hypoxic/Anoxic Workstation: H35 (Don Whitley Scientific Ltd.) with 94% N2 and
5% CO2. VLDL was added and maintained for the last 12 hours of exposure to
normoxic or hypoxic conditions (24 hours). Cells were then harvested in TriPure
Reagent (Roche) for PCR and Western blot analysis or in NaOH 0.1 M for lipid
extraction and thin layer chromatography.

In some experiments, cells were pre-incubated with lipopolysaccharide (LPS, Sigma
L4516, 1 pg/mL) or with angiotensin I (Sigma A9525, 1 uM) for 2 hours before the
addition of VLDL (1.8 mM).

VLDL preparation and Dil labeling

Human VLDL (d1.001-d1.019 g/mL) were obtained from pooled sera of
normocholesterolemic volunteers. VLDL preparations were less than 24 hours old
and without detectable levels of endotoxin (Limulus Amebocyte Lysate test, Bio
Whittaker). VLDL were labeled with 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-
tetramethylindocarbocyanine (Dil) by incubating VLDL (1 mg/mL) in PBS-0.5%
BSA with 100 pL of Dil in DMSO (3 mg/mL) for 8 hours at 37°C. The density of
the VLDL solution was adjusted to 1.019, and VLDL were reisolated by
ultracentrifugation, dialyzed, and filtered through a 0.22-um filter. No alterations of
electrophoretic mobility were detected against unlabeled VLDL.
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Lipid extraction and determination of cholesteryl ester, free cholesterol and
triglyceride content of cardiomyocytes and myocardium

In cell culture experiments, NRVM cardiomyocytes or HL-1 cells were exhaustively
washed and harvested in NaOH 0.1 M following the VLDL incubation period. In the
animal experimental model, one portion of myocardial tissue (5 mg) was also
homogenized in NaOH 0.1 M. Lipids were extracted as previously described4,5 and
CE, FC and TG content was analyzed by thin layer chromatography.

The organic solvent was removed under an N2 stream, the lipid extract redissolved
in dichloromethometane and one aliquot was partitioned by thin layer
chromatography (TLC). TLC was performed on silica G-24 plates. The different
concentrations of standards (a mixture of cholesterol, cholesterol palmitate,
triglycerides, diglycerides and monoglycerides) were applied to each plate. The
chromatographic developing solution was heptane/diethylether/acetic acid (74:21:4,
vol/vol/vol). The spots corresponding to cholesteryl esters (CE), triglycerides (TG)
and free cholesterol (FC) were quantified by densitometry against the standard curve
of cholesterol palmitate, triglycerides and cholesterol, respectively, using a

computing densitometer.

Preparation of double-radiolabeled VLDL particles and determination of
VLDL uptake by cardiomyocytes

A 50-mL teflon round-bottom flask was coated with cholesteryl-1,2,- 3H-(N) (125
pCi) and glycerol trioleate [14C] (25 pCi) (PerkinElmer Life Sciences) by
evaporating the organic solvent at 37°C under vacuum. Then, 50 mL of human
plasma were added and the flask was rotated in a water bath for 20 hours at 37°C.
Double-radiolabeled VLDL was then isolated by sequential centrifugation, dialyzed
and filtered.

Control or LRP1 deficient HL-1 cells were exposed to double-radiolabeled VLDL
(1.8 mM) for 18 hours under normoxia or hypoxia. At the end of the incubation,

cells were washed and harvested in 0.10 M NaOH. Radioactivity was determined in
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50 pL of cellular homogenates on a LS6500 multipurpose scintillation counter

(Beckman Coulter) and counts were normalized to cellular protein.

Constructions for Luciferase Reporter Gene Assay and site-directed
mutagenesis

Transient transfection assays of subconfluent HL-1 cells were performed in 12-well
plates with 0.5 pg/well of the indicated construction, 50 ng/well pl of pRL-null
(Promega) as control reporter vector and 2 pL of lipofectamine. The DNA/liposome
complexes were added to the cells for 3 hours. After 24 hours, transfected cells were
exposed to hypoxia for 18 hours. Luciferase activity was measured using the Dual
Luciferase assay kit (Promega) and a luminometer (Orion I, Berthold detection
systems) according to the manufacturer’s instructions. Results were normalized to

renilla activity.

Real time PCR

The PCR-7000 Sequence Detection System of ABIPRISM (Applied Biosystems)
was used to perform real time PCR with the following assays on demand: LRP1
(Rn01503901  or  Mm00464601 ml), VLDLR (Rn01498166 ml  or
MmO00443281 ml), LDLR (Rn00598440 m1 or MmO1151339 ml), SREBP-I1
(MmO01138344 m1l) and SREBP-2 (Mm01306292 ml). Bcl2 and BAX mRNA
expression was detected using the assays on demand Rn99999125 ml and
Rn01480160 g1, respectively. ARBP (Rn00821065 gl) was used as endogenous
control. Tagman real-time PCR was performed with 1 pL/well of RT products (1 pg
total RNA) in 10 pL of TagMan PCR Master Mix (PE Biosystem) with the primers
at 300 nM and the probe at 200 nM. PCR was performed at 95°C for 10 minutes (for
AmpliTaq Gold activation) and then run for 40 cycles at 95°C for 15 seconds and
60°C for 1 minute. The threshold cycle (Ct) values were determined and normalized

to endogenous control.
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Western blot

Blots were incubated with monoclonal antibodies against LRP1 (Epitomics 2703-1,
dilution 1:7000), VLDLR (Santa Cruz Biotechnology, sc-11823, dilution 1:100) or
LDLR (Epitomics, 1956-1, dilution 1:250). HIF-11' expression was detected with
anti-HIF-1' 11 (dilution 1:50, Santa Cruz sc-10790) and CPP32 with anti-CPP32
(Santa Cruz, sc-136219). Equal protein loading in each lane was verified staining
filters with Pounceau and also by incubating blots with monoclonal antibodies
against GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, sc-20357, dilution 1:100) for NRVM
or against | -tubulin for HL-1 cells (Abcam, ab6046, dilution 1:100).

Apoptosis detection

Apoptotic cells were visualized using ApopTag Red In Situ Apoptosis Detection Kit
(Chemicon International) following the manufacturer’s instructions. Fragmented
DNA strands of the apoptotic cells are detected by enzimatically labelling the free
3’-OH ends with modified nucleotides. In brief, cell cultures were fixed with 1%
paraformaldehyde for 10 minutes at room temperature and permeabilized with
ethanol:acetic acid 2:1 for 5 minutes at -20°C. Equilibration buffer was then applied
to the cells for 10 seconds at room temperature to transfer labelled nucleotides to the
terminal ends of the broken DNA. The reaction was stopped with Wash Buffer for
10 minutes and cells were then incubated with antibody conjugate for 30 minutes at
room temperature. Finally, cultures were washed with PBS, mounted under a glass
coverslip and visualized with a confocal microscope (Leica TCS SP2-AOBS,

Wetzlar, Germany).

Statistical analysis

Continuous variables are expressed as meant=SEM. Statistical analysis was
performed by One-way ANOVA to compare the means of the different groups
followed by a post-hoc Fischer PLSD comparison to detect the significant
differences between each other. (Statistical software package Statview). A value of

P<0.05 was considered significant.
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Fig. | online
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Figure I online. Effect of hypoxia on LRP1, VLDLR and LDLR expression in NRVM
cardiomyocytes. Western blot analysis and bar graphs quantification of LRP1, VLDLR and LDLR
bands in NRVM exposed to normoxia or hypoxia for 24 hours. Unchanged levels of GAPDH are used
as loading control. *P<0.05 vs. normoxic cells.
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(A) Figure Il online
miR RNAi - XM_001056970_1919
Top cligo 5' TGCTGCATACACCAGCAACAGCTCATG TGCCCACTGACTCGACATCAGCTCCCTCGTGTATG 37
Bottom cligo 5" CCTGCATACACGAGCCAGCTCATCTCACTCAGTCGCCAAAACATCACCTOTTCCTCGTGTATOLE 3

miR RNAi - XM_001056970_8223
Top cligo 5" TGCTGTCCTCACAATCCACAAACTGGGTTTTGGCCACTGACTGACCCAGTTTGCGATTGTCGAGGA 3

Bottom cligo 5" CCTGTCCTCACAATCCAAACTGOCTCACTCAGTGGCCAAAACCCAL GTGCATTCTGACGAC 3

miR RNAi - XM_001056970_8531
Top cligo 5" TGCTGAGCAGAACTTGTTGCAGTGGOGTTTTGGCCACTGACTGACCCCACTGCCAAGTTCTGET 3

Bottom cligo 5' CCTGAGCAGAACTTGGCACTCGGGGTCAGTCAGTGGCCAAAACCCCACTCCAACAAGTTCTLCTC 37

pPcDNA™6.2-GW/miR - control

Top Oligo 5'- TGCTGAAATGTACTGCGCGTGGAGACGTTTTGGCCACTGACTGACGTCTCCACGCAGTACATTT -3¢
Bottom Oligo 5'- CCTGAAATGTACTGCGTGGAGACGTCAGTCAGTGGCCAAAACGTCTCCACGCGCAGTACATTTC -3'
HL-1 cells NRVM
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Figure II online. Efficiency of designed miR RNAi to downregulate LRP1 expression in HL-1 cells
and NRVM. (A) Three miR RNAi (1919; 8223 and 8531) were designed to target LRP1 expression
(XM _ 001056970). and transduced using lentiviral particles. An universal negative control
(pcDNATM6.2-GW/miR-neg) was included in the experiments. (B) Real-time PCR quantification of
LRP1 mRNA expression levels in hypoxic HL-1 cells and NRVM. Data were processed with a
specially designed software based on threshold cycle (Ct) values, normalized to ARBP mRNA levels
and expressed as percentage of LRP1 expression relative to controls. Results are shown as mean+SEM
of three experiments performed in duplicate. *P<0.05 vs control.
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Fig. lll online
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Figure III online. Effect of RNAi-LRP1 on lipoprotein expression and VLDL-derived intracellular
lipid profile in normoxic and hypoxic NRVM. NRVM cardiomyocytes were exposed to VLDL (1.8
mM) under normoxic or hypoxic conditions as explained in Methods. (A) Western blot analysis and bar
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graphs showing the quantification of LRP1, VLDLR and LDLR. Unchanged levels of GAPDH are
shown as loading control. Results are expressed as meantSEM of three experiments performed in
triplicate. (B) Thin layer chromatography showing cholesteryl ester (CE), triglyceride (TG) and free
cholesterol (FC) bands and histograms with their quantification. Results are expressed as micrograms
per milligram of protein and shown as meantSEM of three experiments performed in triplicate.
*P<0.05 vs. normoxic cells; #P<0.05 vs. VLDL-unexposed cells; & P<0.05 vs. control cells. (C)
Western blot analysis of LRP1 and VLDLR expression in NRVM cardiomyocytes exposed to LPS (1
pg/mL) and angiotensin II (1 pM) for 24 hours. Unchanged levels of GAPDH are used as loading
control. (D) Thin layer chromatography showing CE, TG and FC bands in NRVM cardiomyocytes
exposed to LPS (1 pg/mL) and angiotensin II (1 uM) for 24 hours.
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Fig. IV online
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Figure IV online. Calcium handling in VLDL-exposed HL-1 cells exposed to low extracellular Ca2+
(2 mmol/L) and high extracellular Ca2+ (5 mmol/L) (A) Image of a representative field of cultured HL-
1 cardiomyocytes used for calcium handling. (B) Distribution of regular, alternating, waves, irregular
and not responding calcium transient amplitudes at 0 and 0.5 Hz stimulation frequency in HL-1 cells
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unexposed to VLDL (left panel), exposed to VLDL (1.8 mM) (central panel) and treated with siRNA -
LRP1 and exposed to VLDL (1.8 mM) (right panel).
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“La expresion del receptor Low density lipoprotein receptor-related protein 1
(LRPI) se correlaciona con la acumulacion de ésteres de colesterol en el
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RESUMEN:

Objetivos: Nuestra hipdtesis fue que la sobreexpresion de los receptores
lipoproteicos debe estar relacionada con la acumulacién lipidica en el miocardio
isquémico humano. La sobreacumulaciéon de lipido intramiocardica contribuye a la

disfuncion contractil y la generacion de arritmias en la cardiomiopatia. Debido a esto
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el propdsito del trabajo fue observar el efecto de LDL a dosis hipercolesterolémicas
y VLDL a dosis hipertrigliceridémicas en la expresion del LRP1 en cardiomiocitos,
asi como la posible correlacion entre la expresion del receptor LRP1 y la
acumulacion lipidica en muestras de tejido de ventriculo izquierdo de pacientes con

cardiomiopatia isquémica (ICM).

Métodos y resultados: Se realizaron experimentos con cultivos celulares que
incluyen cardiomiocitos control y deficientes en LRP1 expuestos a lipoproteinas en
condiciones de normoxia e hipoxia. También se incluyeron a estudio corazones
explantados de 18 pacientes con ICM y 8 corazones sanos. La expresion de los
receptores low density lipoproteina receptor-related protein 1(LRP1), very low
density lipporotein receptor (VLDLR) y low density lipoprotein receptor (LDLR)
fue analizada por PCR a tiempo real y Western Blot. La acumulacién de colesterol
esterificado (CE), triglicéridos (TG) y colesterol libre (FC) fue analizada por
cromatografia en capa fina (CCF). Resultados de Western Blot mostraron que los
niveles proteicos de LRP1, VLDLR y HIF-1a estaban incrementados en corazones
isquémicos. Analisis con inmunohistoquimicas y microscopia confocal mostraron
que el LRP1 y el HIF-1a estaban incrementados en cardiomiocitos de pacientes con
ICM. Estudios in vitro revelaron que VLDL, LDL e hipoxia incrementan la
expresion del LRP1, y éste juega un papel importante en la acumulacion de CE
procedentes de las lipoproteinas en los cardiomiocitos. La acumulacion de CE en el
miocardio se correlaciond fuertemente con los niveles de expresion del LRP1 en

corazones isquémicos.

Conclusion: Nuestros resultados sugieren que el incremento en la expresion del
LRP1 es un factor clave en la acumulacion miocardica de colesterol esterificado en
corazones isquémicos humanos, pudiendo llegar a ser el LRP1 clave en la
prevencion de los efectos deletéreos provocados por tal acumulacion en el miocardio

de pacientes con cardiomiopatia isquémica..
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Low density lipoprotein receptor-related protein

1 expression correlates with cholesteryl ester

accumulation in the myocardium of ischemic
cardiomyopathy patients

Roi Cal', Oriol Juan-Babot', Viceng Brossa?, Santiago Roura®, Carolina Galvez-Monton®, Manolo Portoles?,
Miguel Rivera*, Juan Cinca?, Lina Badimon'® and Vicenta Llorente-Cortés'

Abstract

QOur hypothesis was that overexpression of certain lipoprotein receptors might be related to lipid accumulation in
the human ischemic myocardium. Intramyocardial lipid overload contributes to contractile dysfunction and
arrhythmias in cardiomyopathy. Thus, the purpose of this study was to assess the effect of hypercholesterolemic
LDL and hypertrigliceridemic VLDL dose on LRP1 expression in cardiomyocytes, as well as the potential correlation
between LRP1 expression and neutral lipid accumulation in the left ventricle tissue from ischemic cardiomyopathy
patients, Cell culture experiments include control and LRP1-deficient cardiomyocytes exposed to lipoproteins under
normoxic and hypoxic conditions. Explanted hearts from 18 ICM patients and eight non-diseased hearts (CNT) were
included. Low density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1), very low density lipoprotein receptor (VLDLR)
and low density lipoprotein receptor (LDLR) expression was analyzed by real time PCR and Western blotting.
Cholesteryl ester (CE), triglyceride (TG) and free cholesterol (FC) content was assess by thin layer chromatography
following lipid extraction. Western blotting experiments showed that protein levels of LRP1, VLDLR and HIF-1a were
significantly upregulated in ischemic hearts. Immunohistochemistry and confocal microscopy analysis showed that
LRP1 and HIF-1a were upregulated in cardiomyocytes of ICM patients. In vitro studies showed that VLDL, LDL and
hypoxia exerted an upregulatory effect on LRP1 expression and that LRP1 played a major role in cholesteryl ester
accumulation from lipoproteins in cardiomyocytes. Myocardial CE accumulation strongly comelated with LRP1 levels
in ischemic hearts. Taken together, our results suggest that LRP1 upregulation is key for myocardial cholesterol ester
accumulation in ischemic human hearts and that LRP1 may be a target to prevent the deleterious effects of
myocardial cholestercl accumulation in ischemic cardiomyopathy.

Keywords: Ischemic cardiomyopathy, LRP1, VLDLR, HIF-1a myocardial lipid accumulation

Introduction

The ischemic condition caused by decreased coronary
flow is one of the most important factors leading to heart
failure. Under ischemic conditions the myocardium
undergos lipid accumulation in animal models [1-3] and
humans [4]. In the ischemic heart, lipid vacuoles have
been located in the periphery of the risk area [5,6]. While
some authors have proposed a cardioprotective role for

* Comespondence: dlorentegcsic-icccarg

Cardiovascular Research Center, CSICHCCC, Hospital de la Santa Creu | Sant
Pau, Sant Antoni Ma Claret, 167, 08025, Barcelona, Spain

Full list of author information is available at the end of the article

( BioMed Central

cytosolic lipids in the cardiomyocyte [7,8], others associ-
ate this phenomena to lipotoxicity [2,9]. In fact, it has
been consistently reported that intramyocardial lipid
overload significantly contributes to contractile dysfunc-
tion [10] and arrhythmias [11]. Recent work from our
group demonstrated that myocytes exposed to high very
low density lipoprotein (VLDL) doses depicts intracellu-
lar accumulation of neutral lipids, downregulation of
SERCAZ2 expression, reduction of calcium transient amp-
litude, and SR calcium loading. These effects were exa-
cerbated by submitting the cultured myocytes to an
hypoxic environment [12]. Remarkably, a high prevalence

© 2012 Cal et al; licensee BioMed Central Ltd. This s an Open Access article distributed under the tems of the Creative
Commans Antribution License (hiips/a eativecommonsarg/licenses by 20), which pemmits unrestricted use, distibution, and
repraduction in any medium, provided the arginal work is properdy cited.
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of fat deposition has been found in areas of chronic myo-
cardial infarction in humans [4]. The patients with fat de-
position had larger infarctions, decreased wall thickening
and impaired endocardial wall motion [4].

It is known from several years ago that triglyceride
(TG)-rich lipoproteins (chylomicrons and VLDL) supply
both triglycerides and cholesteryl esters (CE) to the heart
[13-15]. At present, the lipoprotein receptors involved in
TG and/or cholesterol uptake by the cardiomyocyte re-
main largely unknown. Indeed, a basal expression of lipo-
protein receptors is essential to guarantee a correct
energetic supply for the heart since its inhibition causes a
marked decline in cardial mechanical function [15].
However, the upregulation of several lipoprotein recep-
tors, including very low density lipoprotein receptor
(VLDLR) [16] or low density lipoprotein receptor related
protein 1 (LRP1) [17], has been previously reported to in-
duce neutral lipid accumulation in cardiomyocytes under
ischemic conditions. Moreover, both VLDLR [16] and
LRP1 [17,18] share a HIF-la-dependent mechanism of
transcriptional activation by hypoxia in cultured cells.
Our group has also shown that LRP1 expression and
cholesteryl esters levels are found upregulated in the is-
chemic myocardium of an in vive porcine model of acute
myocardial infarction [17]. LRP1 is also upregulated by
extracellular matrix-aggregated LDL in cultured human
vascular smooth muscle cells and by hypercholesterol-
emia in the porcine vascular wall [19].

According to our previous work in this field, we
hypothesized that LRP1 may be upregulated by lipids in
cardiomyocytes playing a key rmle in the ischemia-
induced neutral lipid accumulation in human heart.
Thus, the purpose of this study was to assess the effect
of hypercholesterolemic LDL and hypertrigliceridemic
VLDL dose on LRP1 expression in cardiomyocytes, as
well as the potential correlation between LRP1 expres-
sion and neutral lipid accumulation in the left ventricle
tissue from patients with ischemic cardiomyopathy.

Material and methods

Collection of human samples

A total of 18 explanted human hearts from ischemic car-
diomiopathy patients was collected and immediately pro-
cessed. In particular, these patients were undergoing
cardiac transplantation at Sant Pau Hospital, Barcelona
and La Fe Hospital, Valencia. Clinical data, electrocardio-
gram, Doppler echocardiography, hemodynamic studies,
and coronary angiography were available on all patients.
All patients were functionally classified according to the
New York Heart Association (NYHA) criteria, and were
receiving medical treatment according to the guidelines
of the European Society of Cardiology [20], with diuretics
90 %, angiotensin-converting enzyme inhibitors 87 %,
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B-blockers 50 %, aldosterone antagonists 70 %, digoxin
49 % and statins 80 %.

Eight non-diseased hearts were also obtained from
donors with neurological death caused by traffic acci-
dent. The hearts were initially considered for cardiac
transplantation but were subsequently deemed unsuit-
able for transplantation either because of blood type or
size incompatibility. All donors had normal LV function
and no history of myocardial disease or active infection.

Transmural samples were taken from the infarct
border zone, and were immediately stored at -80 °C.
The project was approved by the local Ethics Committee
(Biomedical Ethics Committee of “La Fe, Valencia” and
“Sant Pau, Barcelona”, Spain) and conducted in accord-
ance with the guidelines of the Declaration of Helsinki.
All patients gave written informed consent that was
obtained according to our institutional guidelines.

Tissue homogenization

Frozen ventricular tissues (25 mg) were pulverized using
a mortar and a pestle in liquid nitrogen. Sample were
then homogenized in TriPure isolation reagent (Roche
Molecular Biochemicals) for total RNA and protein ex-
traction according to manufacturer’s instructions.

HL-1 cardiomyocyte cell culture

The murine HL-1 cell line was generated by Dr. W.C.
Claycomb (Louisiana State University Medical Centre,
New Orleans, Louisiana, USA) and kindly provided by
Dr. U Rauch (Charité-Universitatmedizin Berlin). These
cells show cardiac characteristics similar to those of
adult cardiomyocytes. LRP1-deficient cardiomyocytes
were generated as previously described [17]. Control and
LRP1-deficient HL-1 cardiomyocytes were maintained
in Claycomb Medium (JRH Biosciences, Lenexa, KS,
USA) supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS)
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), 100 pM
norepinephrine, 100 units/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin, and L-Glutamine 2 mM (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, USA) in plastic dishes, coated
with 125 pg/mL fibronectin and 0.02 % gelatin, in a 5 %
CO; atmosphere at 37 °C.

VLDL and LDL preparation

Human VLDL (d}go-djgeg/mL) and LDL (d; goe-
di.0eag/mL) were obtained from pooled sera of normo-
cholesterolemic volunteers. VLDL and LDL preparations
were less than 24 hours old and without detectable levels
of endotoxin (Limulus Amebocyte Lysate test, Bio Whit-
taker)., Aggregated LDL (agLDL) was prepared by vortex-
ing LDL in PBS at room temperature. The formation of
LDL aggregates was performed as previously described
[21-23]. The ultrastructure of agLDL obtained by vortex-
ing was similar to that of LDL modified by versican [22],
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one of the main chondroitin sulfate proteoglycans struc-
turing the arterial intima.

Exposure of cardiomyocytes to VLDL and LDL under
normoxic and hypoxic conditions

Cells were exposed to normoxia (21 % O,) in a Nirco
gas incubator with gas mixtures consisting of 74 %Ny
and 5 % CO;, or to hypoxia (1 % O,) in a Hypoxic/An-
oxic Workstation: H35 (Don Whitley Scientific Ltd.)
with 94 % Ns and 5 % CO,. Lipoproteins were added
and maintained for the last 12 hours of exposure to nor-
moxic or hypoxic conditions (24 hours). Cells were then
harvested in TriPure Reagent (Roche) for PCR and
Western blot analysis or in NaOH 0.1 M for lipid extrac-
tion and thin layer chromatography.

RNA extraction and ¢DNA synthesis

Total RNA was extracted from fresh frozen tissue or
cultured HL-1 cardiomyocytes using TriPure isolation
reagent (Roche Molecular Biochemicals) and the RNeasy
mini kit (QQiagen, Hilden, Germany) according to manu-
facturer’s instructions. Extracted RNA was eluded in 25
pL of nucleases-free water. RNA yield and quality were
assessed by agarose electrophoresis and spectrophotom-
etry, and then stored at —-80°C until was used. RNA was
digested with DNase I (Invitrogen). One pg of total RNA
was used for cDNA synthesis according to the protocol
provided with the HighCapacity ¢cDNA Reverse Tran-
scription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Recombinant RNasin Ribonuclease Inhibitor (Ap-
plied Biosystems) was added to prevent RNase-mediated
degradation. The cDNA was also stored at —20 C.

Gene expression analyses by RT-PCR

Gene expression analyses of LRPI, VLDLR, and LDLR
mRNA were performed at mRNA level by quantitative
real-time reverse transcriptase-polymerase chain reac-
tion (q-RT-PCR). Specific primer and fluorescent Taq-
Man probe for LRPI, VLDLR and LDLR were selected
within a list of predesigned assays (Assays-on-Demand
LRP1 (Hs00233999_m1), VLDLR (Hs01045922_ml) and
LDLR (Hs00181192 m1l) (Applied Biosystems). I18srRNA
(4319413E) was used as a housekeeping gene. We mixed
5 pl of single-stranded ¢DNA (equivalent to 100 ng of
total RNA) with 1 pl of 20x TagMan Gene Expression
Assays for each Assay-on-Demand, 10 pl of TagMan
Universal PCR Master Mix, and 4 pl of nucleases-free
water. After gentle mixing, the mixture was transferred
into a real-time PCR microplate. The Real-time PCR
microplate was sealed, centrifuged, and then was placed
in the sample block of an Applied Biosystems 7300 Real
Time PCR System (Applied Biosystems). The thermal
cycling conditions were 2 min at 50°C and 10 min at
95°C, followed by 40 cycles of 15 s at 95°C and 1 min
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at 60°C. Expression levels were measured in triplicate.
The threshold cycle (Ct) values were normalized to the
housekeeping gene [17,18].

Woestern blotting

Total protein was extracted from fresh frozen tissue or
HL-1 cell cultures using TriPure isolation reagent
(Roche Molecular Biochemicals). Proteins were analyzed
by Western blot analysis as previously described [17,18].
Blots were incubated with monoclonal antibodies against
human LRP1 (B-chain, clone 8B8 RDI 61067), VLDLR
(Santa Cruz Biotechnology, Inc, D-17, sc-11823), HIF-1a
(Santa Cruz Biotechnology, H-206, sc-10790), LDLR
(Epitomics, EP1553Y, 1956-1), VEGF (Santa Cruz Bio-
technology, Inc, A2611, sc-152) and mouse monoclonal
anti-Troponin T (Thermo scientific M5-295). Equal pro-
tein loading in each lane was verified staining filters with
Pounceau and also by incubating blots with monoclonal
antibodies against f-actin (Abcam, ab8226).

Lipid extraction and semi-quantitative analysis of
cholesteryl ester, free cholesterol and triglyceride content
of cardiomyocytes and myocardium

HL-1 cardiomyocytes were exhaustively washed and
harvested in NaOH 0.1 M following the lipoprotein

Table 1 Clinical and echocardiographic characteristics
from whom explanted ischemic hearts were obtained

ICM (n=18)
Age (years) 5453+ 267
Gender male (%) 93 %
Prior hypertersion (%) a4
Diabetes mellitus (%) 27
Obesity (%) 20
Tota cholesterol (nmol/) 390+028
Pefusion abnomalities® (%) 67 %
Echo-Doppler study
Ejection fraction (%) 2586+ 1.80
Intraventicular septurm in diastole (mm) 1108047
Left ventricular posterior wall in diastole (mm) 967 £062
Left venticular end-diastolic diameter (mm) 6700+ 245
Left ventricular end-systolic diameter (mmj 5850+ 394
Treatrment (%)
Diuretics a0
Angiotensin-converting enzymes inhibitors 87
B-blockers 50
Aldosterone antagonist 70
Digoxin 49
Statins 80

ICM, ischemic cardiomyopahhy; *the patients with perfusion abnormalities
were considered those subjected to coronary interventions (Le. by-pass,
angioplasty, stents and others).
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incubation period. In the animal experimental model,
one portion of myocardial tissue (5 mg) was also
homogenized in NaOH 0.1 M. Lipids were extracted
as previously described [17,18] and CE, FC and TG
content was analyzed by thin layer chromatography.

The organic solvent was removed under an N, stream,
the lipid extract redissolved in dichloromethometane
and one aliquot was partitioned by thin layer chroma-
tography (TLC). TLC was performed on silica G-24
plates. The different concentrations of standards (a mix-
ture of cholesterol, cholesterol palmitate, triglycerides,
diglycerides and monoglycerides) were applied to each
plate. The chromatographic developing solution was
heptane/diethylether/acetic acid (74:21:4, vol/vol/vol).
The spots comresponding to cholesteryl esters (CE), tri-
glycerides (TG) and free cholesterol (FC) were quantified
by densitometry against the standard curve of choles-
terol palmitate, triglycerides and cholesterol, respect-
ively, using a computing densitometer.

Immunohistochemical analysis

Hearts were obtained from human transplant operations.
Immediately after surgical excision, myocardium was cut
in appropriated blocks. Myocardial tissues were immersed
in fixative solution (4 % paraformaldehyde), embedded in
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paraffin, cut into 5 pm thick serial sections and placed on
poly-L-lysine coated slides. The primary antibodies were
rabbit monoclonal anti-LRP1 (Epitomics 2703 dilution
1:100), mouse monoclonal anti-Troponin T (Thermo sci-
entific MS-295, dilution 1:100) and mouse monoclonal
anti-HIF-1a (Novus NB100-105, dilution 1:50). Antigen
retrieval was required before performing immunohisto-
chemical staining of Troponin T and HIF-la. In a set of
experiments, before incubation with primary antibody
(2 hours), sections were washed and endogenous perox-
idase activity suppressed with H;O.. Non-specific bind-
ing was blocked with an appropiate serum. The primary
antibodies were detected using the avidin-biotin immuno-
peroxidase technique. The sections were incubated with
an appropriate biotinylated secondary antibody (1:200,
Vector™), 3,3-diaminobenzidine-haematoxylin chromogen
was used for nuclear stain. The images were captured by
Nikon Eclipse 80i microscope and digitized by Retiga
1300i Fast camera. Magnification (240X).

In other set of experiments, cryosections were subse-
quently incubated with a Cy3-conjugated secondary
antibody (Jackson Immuno Research Laboratories) at
37 °C for 1 h. Slices were finally counterstained for
10 min with Hoechst 33342 (Sigma), and analyzed under
a TCS 5P5 confocal microscope (Leica).
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Statistical analysis

Results are expressed as mean +standard deviation (SD).
Statistical significance between groups was analyzed by
one-way analysis of variance (ANOVA) followed by a
post-hoc Tamhane test. Correlation analysis was per-
formed according to Pearson. Statistics were calculated
using Statistical software package Statview (SPSS) for
Windows. A value of P <0.05 was considered significant.

Results

Clinical characteristics of patients

The clinical and echocardiographic characteristics of
patients are summarized in Table 1. These patients were
all symptomatic, had a NYHA functional classification
of III-IV and were previously diagnosed with significant
comorbidities including hypertension, hypercholesterol-
emia, obesity, and diabetes mellitus. Patients (93 %) were
mostly men with a mean age of 54.53+2.67 years and
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had at least one vessel affected by atherosclerosis. Left
ventricular end-diastolic diameter was 67.00 + 2.45. Eight
non-diseased donor hearts were used as control (CNT)
(60 % male, mean age 55+3 years, and EF >50 %). A high
percentage of patients (67 %) were subjected to reperfu-
sion techniques, also indicative of peri-infarct ischemia.

Myocardial lipoprotein receptor expression

LRPI expression was analyzed at mRNA level by real
time PCR and at the protein level by Western blot ana-
lysis from the same sample. As shown in Figure 1A,
LRP1 mRNA expression was significantly higher in
ICM than in control group (ICM: 20.57+1241 vs CNT:
10.66+1.13, P<0.05). In contrast, LDLR mRNA expres-
sion (Figure 1B) was significantly lower in ICM com-
pared to controls (ICM: 1.89£1.29 vs CNT: 11.14£10.90,
P <0.05). No differences were found in VLDLR mRNA
expression between controls and ICM hearts (Figure 1C).

LRP1 ¢ = % u
fa

Troponin T

ischemic cardiomyopathy. Magnification x 240.
\

Figure 3 LRP1, HIF-1a and troponin T staining in control and ICM hearts. Representative immunohistochemical analysis of LRP1
(parel a & d), HIF-1a (panel b & e) and troponin T (panel ¢ & f) staining in consecutive slides of CNT and ICM samples. CNT, controls; ICM,
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CNT ICM
Figure 4 Confocal microscopy analysis of LRP1 express;on in control and ICM hearts. Representative confocal mi pe images showing
specific LRP1 detection in CN t subjected to reperfusion and one from a control subject Nuclei were
unterstained with Hoechst 3 0 pum (magnification x 400),

In agreement with real-time PCR data, Western blot ana-
lysis showed that LRP1 protein expression was signifi-
cantly higher in ICM than in CNT hearts (ICM:
30.62 £13.93 vs CNT: 592 £ 0.66, P<0.05) (Figure 2A &
B). Additionnally, VLDLR protein expression was signifi-
cantly upregulated in ICM compared to CNT samples
(ICM: 1548+1062 vs CNT: 3.68+298, P<0.05)
(Figure 2A & C). In order to know whether HIF-1a tran-
scription factor may play a role on lipoprotein receptor
upregulation in ICM samples, we analyzed HIF-1a

protein levels by Western blotting and used VEGF as a
positive control. HIF-1a protein levels were significantly
higher in ICM in comparison with CNT hearts (ICM:
12.63 £+2.92 vs CNT: 5.11 £1.97, P<0.05) (Figure 2A &
D), as well as VEGF significantly increased in ICM sam-
ples. In contrast to LRP1 and VLDLR, LDLR protein ex-
pression was significantly lower in ICM samples
(Figure 2A & E).

Immunohistochemical analysis (Figure 3A) showed
that LRP1 (panel a) and HIF-1a (panel b) staining were

(A) (8)
Normoxia Hypoxia Normoxia Hypoxia
VLDL 0 04 18 0 04 18 LDL O 13 26 0 13 26
(mM) (mM)
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Figure 5 Dose-dependent changes of LRP1 protein levels in cardiomyocytes exposed to VLDL or LDL under normoxic or hypoxuc
conditions. HL-1 cardio were submitted to nc or hypoxia for 2 1h ol 1€
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undetectable within control myocardium. On the con-
trary, there was a positive staining for LRP1 (panel d)
and HIF-la (panel e) in the myocardium of ICM
patients. Confocal microscopy showed higher cardio-
myocyte LRP1 staining in ICM patients compared to
control subjects (Figure 4).

Effect of VLDL and LDL on LRP1 protein expression in
cardiomyocytes under normoxic and hypoxic conditions
VLDL (1.8 mM) (Figure 5A) and LDL (2.6 mM)
(Figure 5B) significantly increased LRP1 protein by 1.72-
fold and 2-fold, respectively. Hypoxia per se also exerted
a significant upregulatory effect on LRP1 expression in
HL-1 cardiomyocytes in agreement with previous results
[17]. Previous studies from our group showed that LRP1
play a key role for aggregated LDL (agLDL) uptake in
human vascular smooth muscle cells [21-23]. To know
whether LRP1 may also take modified lipids in cardio-
myocytes, we exposed control and LRP1-deficient cardi-
omyocytes [17] to agLDL. As shown in Figure 6, LRP1
deficiency significantly decreased the strong intracellular
CE accumulation (65+3 pg CE/mg protein) derived
from agLDL (0.6 mM) in HL-1 cardiomyocytes. In con-
trast, LRP1 deficiency did not influence the slight intra-
cellular CE (10.6+0.2 pg CE/mg protein) induced by
native LDL (0.6 mM) in cardiomyocytes.

Myocardial neutral lipid content and correlation with
lipoprotein receptor expression

Myocardial lipid content was analyzed by thin layer
chromatography following lipid extraction. Figure 7 shows
representative CE, TG and FC bands from ICM patients
and controls. Both myocardial CE (ICM: 922+68.3 vs
CNT: 39+18, P<005) and TG (ICM: 1002+444 vs
CNT: 50.8+39.4, P=0.04) content was significantly
increased in ICM vs CNT. FC content of myocardium
was unaltered by disease.

Myocardial CE strongly correlated with LRP1 mRNA
(R?=074, P<0.0001) (Figure 8A) and LRP1 protein ex-
pression (R*=0.72, P< 0.0001) (Figure 8B). Although to
a minor extent, myocardial CE also correlated with
VLDLR protein expression (R2=0.393, P<0012). In
contrast, myocardial TG content did not show any cor-
relation with LRP1 mRNA or protein expression.

Discussion

Taken together, our results demonstrate for the first time
that myocardial LRP1 expression and cholesteryl ester
content appear strongly increased and interrelated in the
myocardium of ischemic cardiomyopathy patients. In
particular, we show that LRP1 is upregulated in ischemic
human hearts at mRNA and protein levels, although to
a different extent. This difference in the quantitative
modulation of LRP1 at mRNA and protein levels by
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nolLDL nLDL aglDL noLDL nLDL agLDL

h*‘ ' qJCE
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Intracellular cholesteryl esters
(uigimg protein)

Figure 6 Role of LRP1 in the uptake of modified lipids by
cardiomyocytes. Control and LRP 1-deficient HL-1 cadiomyocytes
were submitted to or hypoxia for 24 hours elther in absence or
presence of nLDL or aglDL (0.6 mM) for the last 12 hours. Cells
were exhaustively washed and collected in NaOH 01 M as
explained in Methods. Thin layer chromatography showing CE
and FC bands and histograms with their quantification. Results
are expressed as micrograms per milligram of protein and
shown as mean £ S5EM of three experiments performed in
triplicate. £P<0.05 versus control eells.

\

J

hypoxia has been previously shown in human VSMC
and it may be explained at least in part by the long half-
life time of LRP1 protein [18].

The upregulation of HIF-la protein levels in ICM
hearts suggests that in patients, as previously shown in
cultured cardiomyocytes [17] and wvascular cells [18],
HIF-1a may participate in myocardial LRP1 upregulation
in ischemic hearts. However, further studies are required
to know the precise role of HIF-1a on myocardial LRP1
overexpression in ischemic cardiomyopathy. In the
group of patients included in this study, there was a high
percentage of those with documented perfusion abnor-
malities, indicative of peri-infart ischemia. Moreover,
enrolled patients had at least one vessel affected by ath-
erosclerosis. Therefore, cardiovascular risk factor such
as hypercholesterolemia or hypertension likely modu-
late LRP1 expression in the myocardium, as previously
reported by our group in the vascular wall [19,24-26].
Indeed, the presented results demonstrate that high
WLDL and LDL dose strongly increased LRP1 protein
levels in cardiomyocytes.
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Figure 7 Myocardial cholesteryl ester (CE), triglyceride (TG) and free cholesterol content (FC) in controls and ICM hearts. Representative
thin layer chromatography showing CE, TG and FC bands in three control and three ICM patients, and bar graphs showing the mean £5D of
rmyocardial colesteryl ester and trighyceride bands in CNT (n=8) and ICM (n=18) groups. CNT, controls; ICM, ischemic cardiomyopathy. Results

Ischemia has been reported to upregulate VLDLR ex-
pression in cultured cardiomyocytes [12,16] and mice
[16]. We also found VLDLR protein overexpressed in a
porcine model of acute myocardial infarction [17] and in
human ischemic hearts. Although VLDLR has been
reported to be upregulated at mRNA level in myocardial
biopsies taken from patients scheduled for coronary by-
pass surgery [16], we did not observe alterations of
mRNA VLDLR expression levels in explanted hearts
from 1ICM patients. It has been previously suggested that
cyclosporine, an immunosuppressant used for the treat-
ment of transplant recipients, inhibits VLDLR mRNA
expression in the myocardium of ischemic cardiomyop-
athy patients [16]. In contrast to LRP1 expression, LDLR

compared to controls in agreement with our previous
results in hypoxic cardiomyocytes [12,17] and vascular
cells [18], suggesting that the classical LDLR plays no
role in the neutral lipid accumulation associated to is-
chemic myocardium.

A significant finding of this study is the close associ-
ation between LRP1 expression and cholesteryl ester ac-
cumulation in ischemic human hearts. Although this
study does not provide information about the mechan-
isms involved in the link between LRP1 expression and
CE accumulation, previous studies in our group have
shown that LRP1 plays an essential role in the selective
VLDL-cholesteryl ester uptake by hypoxic cardiomyo-
cytes [17]. Additionnally, results from the present study
show that cardiomyocyte LRP1, as vascular LRP1 [21-23],

mRNA  expression was lower in ischemic hearts
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Figure 8 Comelation between LRP1 and CE content in the myocardium of ischemic cardiomyopathy patients. Analysis of comrelation
between myocardial cholesteryl ester content and LRP1 mRNA (A) or LRP1 protein (B) expression in ischemic cardiomyopathy patients (n=18).

140




ARTICULOS

Cal et al Journal of Translational Medicine 2012, 10:160
httpy//www translational-medicine.com/content/ 10/1/160

internalizes cholesteryl esters from modified lipopro-
teins. Taken together, these results support that CE over-
accumulation in human ischemic hearts may be caused
by the capacity of LRP1, when overexpressed by hypoxia,
to take up cholesterol from lipoproteins. Previously, it
has been shown that increased expression of VLDLR is
essential for the accumulation of triglycerides in hypoxic
cardiomyocytes and ischemic myocardium in mice [16].
These authors also found a slight but significant cor-
relation between VLDLR mRNA and ORO staining.
Here, we found that VLDLR, although to a minor extent
that LRP1 expression, also correlated with CE accumu-
lation in ischemic heart. In contrast, we did not observe
any significant correlation between LRP1 or VLDLR
expression and myocardial TG content. This lack of cor-
relation may be related to the multiple pathways that
influence myocardial TG content, that may derive from
endogenous synthesis [27,28], diffusion of albumin-
associated fatty acids [29] or lipoprotein-TG-hydrolysis
by LpL [3031].

In addition, also in agreement with our previous stud-
ies in vitro [12,17] and in vive [17], we evidenced that in
the myocardium of ischemic cardiomyopathy patients
there was not only triglyceride but also cholesteryl ester
accumulation. This is an interesting observation since
most of the previous studies assumed that myocardial
neutral lipid accumulation consist only in triglycerides
[1-3,16]. Indeed, a precise knowledge about the mechan-
ism of myocardial lipid uptake is required to prevent the
deleterious consequences of this process in cardiac
functionality.

Limitations and considerations of the study
The complexity of cardiomyopathy and heart failure
originated by myocardial infarction cannot be afforded
by testing the effect of hypoxia (1 % O) in cultured
cardiomyocytes or the effect of coronary occlusion on
porcine myocardial gene expression. However, these
in vitro and in vivo models have been useful to identify
new genes involved in pathophysiological mechanisms
underdying the deleterious effect of hypoxia on cardiac
function. Recently, our group has previously identified
LRP1 as key receptor for cholesteryl ester accumulation
in hypoxic cardiomyocytes and ischemic porcine myo-
cardium [17]. Results from the present study show that
there is a strong LRP1 upregulation that significantly
correlates with cholesteryl ester accumulation in ische-
mic cardiomyopathy patients. Therefore, our results
suggest that cardiac alterations associated to the dele-
terious effects of myocardial cholesterol accumulation
may be modulated through LRP1 targeting in heart
failure and cardiomyopathy.

The clinical consequences of lipid accumulation under
ischemia have not been directly addressed in this study
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but it is known that there is a close association between
CE content of sarcoplasmatic reticulum and SERCA-2
suppression [32]. Additionally, hypercholesterolemia
exacerbates myocardial necrosis and apoptosis in the
setting of ischemia-reperfusion [33]. It is also known that
hypoxia exerted a downregulatory effect on SERCAZ ex-
pression through HIF-1a [34]. Our group demonstrated
that hypoxia exacerbates the alterations in calcium hand-
ling induced by VLDL through potentiation of SERCA2
downregulation [12], and that the percentage of waves
was reduced in calcium-overloaded-LRP1-deficient cardi-
omyocytes under stimulation. Taken together, our results
consistently point out that LRP1 is a potential molecular
target to prevent myocardial CE accumulation, and thus
the cardiac alterations induced by cholesterol loading in
ischemic cardiomyopathy.
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ARTICULO 3

“Low density lipoproteins (LDL) promote unstable calcium handling linked to

reduce SERCA2 and connexin-40 expression in cardiomyocytes”

“Las lipoproteinas de baja densidad (LDL), promueven la inestabilidad en el
manejo del calcio ligado a la reduccion de la expresion de SERCA2 y de la

conexina-40 en cardiomiocitos”
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RESUMEN:

Objetivos: Los efectos dafiinos de tener altos niveles de colesterol en plasma sobre
el sistema cardiovascular son ampliamente conocidos, pero poca atencion se ha
prestado en la repercusion de éstos sobre la funcionalidad del cardiomiocito. Se
comprobo la hipdtesis de como afecta el colesterol de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) sobre la dindmica del calcio y la propagacién de sefiales en cultivos

celulares de cardiomiocitos atriales HL-1.
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Métodos y resultados: Se marco el calcio intracelular, para visualizarlo por
microscopia confocal, con fluo-4 y se sometido a estimulacion de campo a los
cultivos de cardiomiocitos HL-1 con frecuencias crecientes de estimulacion. La
expresion génica y proteica de la conexina-40 (Cx40), la conexina-43 (Cx43) y la
ATPasa del reticulo sarcoplasmico que transfiere Ca*" (SERCA2) fue determinada
por PCR a tiempo real y Western Blot. A frecuencias de estimulaciéon bajas los
cultivos presentan curvas de movilizacion del calcio uniformes a todas las dosis de
lipoproteinas LDL testadas. Sin embargo a la dosis alta de 500 pg LDL/mL si se
redujo la amplitud de las curvas de movilizacion del calcio un 43%. Ademas de
forma dosis dependiente, las LDL incrementaron la fraccion de respuestas “beat-to-
beat” irregulares y alternantes cuando el intervalo de estimulacion fue acortado. Este
efecto fue ligado a una reduccidn en la expresion proteica de SERCA2 alcanzando
un maximo de un 43% a la dosis de 200 ug LDL/mL. El colesterol de LDL también
redujo la velocidad de conduccion de las sefiales de calcio desde 3.2+0.2 mm/s sin
LDL hasta 1.7+0.1 mm/s con 500 ug LDL/mL. Esto coincidié con una reducciéon en

la expresion de Cx40 sin alterar significativamente la Cx43.

Conclusion: El colesterol procedente de lipoproteinas LDL desestabiliza el manejo
del calcio en cultivos de cardiomiocitos HL-1 sujetos a un ritmo rapido de
estimulacion al reducir la expresion de SERCA2 y Cx40 y al reducir la velocidad de

conduccion de las sefiales de calcio.
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ABSTRACT

The damaging effects of high plasma levels of cholesterol in the cardiovascular system are
widely known, but little attention has been paid to direct effects on cardiomyocyte function.
We therefore aimed at testing the hypothesis that Low Density Lipoprotein (LDL) cholesterol
affects calcium dynamics and signal propagation in cultured atrial myocytes. For this
purpose, intracellular calcium was visualized in fluo-4 loaded atrial HL.-1 myocyte cultures
subjected to field stimulation at increasing stimulation frequencies. Connexin-43 (Cx43),
connexin-40 (Cx40) and SERCA2 mRNA and protein expression levels were determined by
real time PCR and western blot analysis. At low stimulation frequencies all cultures had
uniform calcium transients at all LDL concentrations tested. However, 500 pg LDL/mL
maximally reduced the calcium transient amplitude by 43% from 0.30+0.04 to 0.17+0.02
(p<0.05). Moreover, LDL-cholesterol dose-dependently increased the fraction of alternating
and irregular beat-to-beat responses observed when the stimulation interval was shortened.
This effect was linked to a concurrent reduction in SERCA2 protein expression reaching a
maximum of 43% at 200 pg LDL/mL (p<0.05). LDL-cholesterol also slowed the conduction
velocity of the calcium signal from 3.2+0.2mm/s without LDL to 1.740.1mm/s with 500 pg
LDL/mL (p<0.05). This coincided with a reduction in Cx40 expression (by 44+3%; p<0.05 for
mRNA and by 7942%; p<0.05 for (x40 protein at 200 pg/ml LDL) whereas the (x-43
expression did not change significantly. In conclusion, LDL-cholesterol destabilizes calcium
handling in cultured atrial myocytes subjected to rapid pacing by reducing SERCA2 and Cx40

expression and by slowing the conduction velocity of the calcium signal.
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INTRODUCTION

The damaging effects of hypercholesterolemia in the cardiovascular system are widely
known, but little attention has been paid to direct effects on cardiomyocyte function even
though most of the adult patients suffering from dyslipemia in industrialized societies are at
risk of suffering sudden cardiac death (SDC) caused by arrhythmias[31]. Therefore, an
antiarrhythmic potential of cholesterol-lowering drugs may result from either a direct
electrophysiological antiarrhythmic effect of these drugs or from an indirect antiarrhythmic
action resulting from lowering the cholesterol levels provided that cholesterol have
arrhythmogenic actions. Since cardiac arrhythmias among others have been linked to
changes in the activity of ion channels[22, 26, 27], altered intracellular calcium handling[10,
17, 19, 22, 28], or disturbances in the conduction of the electrical signal through cardiac gap
junctions[24], the antiarrhythmic effects of cholesterol-lowering drugs could be due to a

direct or indirect action on one or several of these mechanisms.

Regarding the direct actions of cholesterol-lowering drugs it has been reported that statins
can reduce the density of the sacolemmal Na+-K+ pump[9], desensitize beta-adrenergic
signalling[20] and reduce beta-adrenergic receptor mediated RAC-1 activation and
apoptosis[12], affect the activity of Ca”-activated K channels in porcine coronary artery
smooth muscle cells[23], the expression of genes that regulate calcium homeostasis in
skeletal muscle[6], and calcium uptake in smooth muscle cells[4]. Although several of these
properties of statins may confer antiarrhythmic activity to statins they have not been

directly associated with specific antiarrhythmic actions.
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On the other hand, hypercholesterolemia has been associated with electrical remadelling
and increased wvulnerability to ventricular fibrillation in a rabbit hypercholesterolemic
model[15]. Recently, we also reported that very low-density lipoproteins (VLDL) uptake
induces intracellular lipid accumulation in cardiomyocytes, which is associated with
disturbances in intracellular calcium handling linked to SERCA2 downregulation[2]. These
results suggest that lipoprotein accumulation may modulate intracellular calcium handling.
Furthermore, hypercholesterolemia has been associated with down-regulation of connexin-
40 (Cx40) and connexin-43 (Cx43)[1, 14] and statins have been shown to reverse this
effect[1]. Thus, it is conceivable that low density lipoprotein (LDL) uptake and derived
intracellular lipid accumulation have direct effects on intracellular calcium homeostasis and
signal propagation in cardiac myocytes. To test this hypothesis, we here investigated how
exogenous LDL affected cholesterol accumulation in cultured cardiomyocytes and the
concurrent effects on calcium dynamics, signal propagation, as well as SERCA2 and connexin

expression.
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METHODS

HL-1 cardiomyocyte cell culture

The murine HL-1 cell line was generated by Dr. W.C. Claycomb (Louisiana State
University Medical Centre, New Orleans, Louisiana, USA) and kindly provided by Dr. U Rauch
(Charité-Universitaitmedizin Berlin). These cells showed cardiac characteristics similar to
those of adult cardiomyocytes such as the presence of highly ordered myofibrils and cardiac-
specific junctions in the form of intercalated disks as well as the presence of cardio-specific
voltage dependent currents such as the Iy and an ultrastructure similar to primary cultures
of adult atrial cardiac myocytes.[3, 29]. The HL-1 cells were maintained in a Claycomb
Medium (IRH Biosciences, Lenexa, KS, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), 100 uM norepinephrine, 100 units/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin, and L-Glutamine 2 mM (Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO, USA) in plastic dishes, coated with 12.5 pg/mL fibronectin and 0.02% gelatin, in a

5% CQO; atmosphere at 37°C.

LDL isolation and characterization

Human LDLs (d1.019-d1.063 g/mL) were obtained from pooled sera of
normocholesterolemic anonymous volunteers. LDL preparations were less than 24 hours old,
non-oxidized (less than 1.2 mmol malonaldehyde/mg protein LDL) and without detectable
levels of endotoxin (Limulus Amebocyte Lysate test, Bio Whittaker). The purity of LDLs was
assessed by agarose gel electrophoresis (Paragon System, Beckmann) and the composition

of LDL was, as expected, cholesterol:protein (2:1). The study was approved by the
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institutional ethics committee at Hospital of Santa Creu i Sant Pau and conducted in

accordance with the Declaration of Helsinki.

Lipid extraction

At the end of LDL-exposure period, cells were exhaustively washed, twice with PBS, twice
with PBS—1% BSA, and twice with PBS—1% BSA—heparin 100 U/mL before they were
harvested for intracellular lipid determination or calcium-handling studies as previously
described[2, 18]. One aliquot of the «cell suspension was extracted with
methanol/dichlorometane (2:1, vol/vol). After solvent removal under an N; stream, the lipid
extract was redissolved in dichloromethane and one aliquot was partitioned by thin layer

chromatography.

Determination of cholesteryl ester and free cholesterol intracellular content

Thin layer chromatography (TLC) was performed on silica G-24 plates. The different
concentrations of standards (a mixture of cholesterol, cholesterol palmitate, triglycerides,
diglycerides and monoglycerides) were applied to each plate. The chromatographic
developing solution was heptane/diethylether/acetic acid (74:21:4, vol/vol/vol). The spots
corresponding to cholesteryl ester (CE) and free cholesterol (FC) were quantified by
densitometry against the standard curve of cholesterol palmitate, triglycerides and

cholesterol, respectively, using a computing densitometer (Molecular Dynamics).

Determination of intracellular calcium handling
Twenty-four hours before experimentation, HL-1 cardiomyocytes were incubated in a

culture medium containing one of four LDL concentrations: 0. 125, 250 or 500 pg/mL, and
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the stability and propagation of the calcium signal was recorded upon a step-wise reduction
of the stimulation interval from 2.5 to 0.75s. To detect changes in intracellular calcium
handling, cultures were loaded with fluo-4 and calcium was assessed in a 1x1 mm square of
the cell culture using a resonance scanning confocal microscope (Leica SP5 AOBS) with a 10x
objective. Cell cultures were loaded with 2.5 uM fluo-4AM for 15 min at room temperature
followed by 30 min of deesterification. Fluo-4 was excited at 488 nm with the laser intensity
set to 20% and subsequently attenuated to 10%. Fluorescence emission was collected
hetween 505 and 650 nm at a frame rate of 25 Hz, and changes in intracellular calcium were
estimated by normalizing the fluorescence emission (F) to the fluorescence emission at rest
(Fo). The experimental solution contained (in mM): NaCl 136, KCl 4, NaH,PO, 0.33, NaHCO; 4,
CaCl; 2, MgCl; 1.6, HEPES 10, Glucose 5, pyruvic acid 5, (pH=7.4). Calcium signals were
detected and characterized off-line using Leica LAS software or a custom made program that
automatically detects the calcium signal (baseline fluorescence, peak fluorescence, calcium
transient amplitude, and calcium transient duration at half maximum (FOHM) for each cell in
the culture. Cell segmentation is performed by inspecting spatial regions presenting large
variability in the fluorescence signal. Regions with sizes between 150 and 1500 um2 are
identified as cells and their average calcium signal is measured. Cells presenting a signal-to-
noise-ratio below 2.5 are rejected and classified as inactive cells. Calcium transients
recorded at a given stimulation interval were classified as uniform, alternating, or irregular
according to the beat-to-beat variations in the amplitude of the calcium transients. The
propagation pattern of the calcium transient through the image field was also characterized
as uniform, alternating or irregular. In this case, the propagation pattern was considered
uniform if all calcium transients propagated from the proximal region (next to the

stimulation electrode) to the distant region of the image field. Alternating propagation
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patterns were those showing an alternating response at the distal region, with the extreme
being a response on every second pulse at the distant region. Irregular propagation patterns

included all responses where the response at the distal region was irregular.

Real time PCR

Gene expression of SERCA2, Cx40, and Cx43 was assessed by real time PCR-7000 Sequence
Detection System of ABIPRISM (Applied Biosystems) using the following assays on demand:
mouse Cx40 (Mn01264990_m1), mouse Cx43 (Mn00439105_m1), SERCA2
(Rn01499537_m1), Rat ribosomal protein, large, PO (ARBP) (Rn00821065_g1) was used as
endogenous control. Tagman real-time PCR was performed with 1-pL/well of RT products (1
g total RNA) in 10 plL of TagMan PCR Master Mix (PE Biosystem) with the primers at 300 nM
and the probe at 200 nM. PCR was performed at 95°C for 10 minutes (for AmpliTag Gold
activation) and then run for 40 cycles at 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute on the
ABIPRISM 7000 Detection System. The threshold cycle (Ct) values were determined and

normalized to endogenous control[2].

Western blot

Proteins were analyzed by Western blot analysis as previously described. Blots were
incubated with monoclonal antibodies against SERCA2 (Novus Biologicals NB100-237), (x40
(Invitrogen, 36-4900) and Cx43 (Sigma-Aldrich C6219). Equal loading of protein in each lane
was verified staining filters with Pounceau and also by incubating blots with monoclonal

antibodies against beta tubulin for HL-1 cardiomyocytes (Abcam, ab6046, dilution 1:500).

Statistical analysis
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Data were expressed as mean + SEM. A statview (Abacus Concepts) statistical package for
the Macintosh Computer System was used for all analysis. Statistical significance was
assessed by ANOVA for repeated measurements and by t-test when appropriate. P<0.05 was

considered significant.
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RESULTS

Elevation of exogenous LDL levels induces cholesterol accumulation.

To test how exogenous LDL levels affected cholesterol accumulation in cultured
cardiomyocyte, HL-1 cardiomyocytes were exposed to increasing concentration of LDL (0, 50,
125, 250 and 500 pg/mL). As shown in Figure 1, increasing LDL levels increased basal
intracellular CE from 2.6+0.2 at baseline to 23.5+1.6 with 50 pg/mL LDL and 45+4 pg CE/mg
cell protein with 500 pg/mL LDL. As expected, intracellular free cholesterol (FC) levels were

not altered by LDL in HL-1 cardiomyocytes.

Effect of LDL on the calcium transient

To test if intracellular CE accumulation was associated with changes in intracellular calcium
handling, we first examined how exogenous LDL affected the intracellular calcium transient
elicited by field stimulation. Figure 2A shows an image of a field with indication of 427
myocytes that had calcium transients when subjected to field stimulation. Representative
traces of global calcium transients recorded in control conditions and with 500 pg/mL LDL,
which induces maximal CE accumulation, are shown in Figure 2B. When stimulated at
intervals of 2s, 500 pg/mL LDL reduced the amplitude of the calcium transient by 43% (from
1.3340.04 to 1.20+0.02, p<0.05), and there was a concurrent reduction in both baseline and
peak fluorescence (panel 2C). By contrast, the duration of the calcium transient at half
maximum was unaffected by LDL (938+33ms with LDL vs. 10214+32ms in control).

To determine whether the ohserved changes in the calcium transient were associated to
LDL-mediated changes in the expression of SERCA2, we analyzed the effect of increasing LDL
doses on SERCAZ2 expression. Figure 2D-E show that LDL dose-dependently reduced the

expression of both SERCA2 mRNA levels and protein levels. At a concentration of 200 pg/mL

10
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LDL, SERCA2 protein was maximally reduced to 43% of the level detected in myocytes

incubated without LDL.

Effect of LDL on the stability and propagation of the calcium transient

To test if the reduction in SERCA2 expression also affected the beat-to-beat stability of the
calcium transient, myocyte cultures were subjected to field stimulation at increasingly
shorter pacing intervals. Figure 3A shows calcium transients elicited at increasingly shorter
stimulation intervals in the absence of LDL (Control) and in the presence of 500 pg/mL LDL.
The calcium transient amplitudes were uniform at all LDL concentrations with long intervals
between stimulation pulses. As the stimulation interval was shortened cultures started to
present alternating (cyclical oscillations between two or three values) or irregular calcium
transients (cultures responded in an irregular manner to the stimulation pulses). Figure 3B
shows examples of uniform, alternating and irregular responses. Figure 3C shows the
relationship between the stimulation interval and the percentage of preparations presenting
uniform, alternating and irregular responses. Moreover, it shows that LDL-cholesterol
increased the fraction irregular responses and decreased the fraction of uniform responses
at shorter stimulation intervals. Thus, when stimulated at 0.75s intervals, the fraction of
irregular responses increased from 41% at 0 pg/ml LDL to 71% at 500 pg/mL LDL and the
fraction of uniform responses decreased from 30% to 8%.

To determine if exogenous LDL affected the propagation of the calcium signal across the
myocyte culture, calcium transients were measured in two regions of interest proximal and
distant to the stimulation electrodes. Figure 4A shows a map of an image field with
indication of the activation time for each myocyte in the field. The black rectangle indicates

the region used to quantify the calcium transient proximal to the stimulation electrode and

11
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the calcium transient distant to the stimulation electrodes was quantified in the region
delimited by the light grey rectangle. Figure 4B illustrates how incubation with LDL
dramatically impaired the ability of calcium signal to propagate uniformly from the proximal
to the distant region. Figure 4C shows how LDL dose-dependently increased the fraction of
non-uniform propagation patterns.

To determine if the promotion of non-uniform propagation patterns by increasing LDL-doses
was linked to changes in the propagation velocity, this parameter was determined as the
time required for the calcium transient to advance from the proximal (green rectangle) to
the distant (pink rectangle) region of the myocyte culture as shown in figure 5A. Figure 5B
shows that LDL-dose dependently reduced the propagation velocity (dx/dt) at stimulation

frequencies where signal propagation was uniform.

Effect of LDL on connexin-40 and connexin-43 expression

To determine whether alterations in the propagation of the calcium signal were associated
to changes in the expression of connexins, we analyzed the effect of increasing dose of LDL
on Cx40 and Cx43 expression in HL-1 cardiomyocytes. LDL at 200 pg/mL maximally reduced
Cx40 mRNA expression by 45% (Figure 6A) and Cx40 protein expression by 79% (Figure 6B).
In contrast, LDL did not exert a significant effect on Cx43 mRNA or protein expression.
Interestingly, we found an inverse correlation between intracellular CE content and Cx40

protein expression (Figure 6C) in HL-1 cardiomyocytes.

12
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DISCUSSION

The main finding of this study is that LDL-cholesterol reduces the calcium transient in a dose-
dependent manner, destabilizes calcium handling on a beat-to-beat basis and slows the
conduction velocity of the calcium signal in cultured atrial myocytes subjected to rapid
pacing. This alteration of calcium handling is accompanied by an LDL-dependent down-

regulation of SERCA2 and Cx40 expression.

LDL-mediated reduction of the calcium transient

We have recently shown that exposure of cultured cardiomyocytes to high VLDL doses
induce intracellular CE and triglyceride accumulation and a concurrent reduction in SERCA2
expression, SR calcium loading, and in the intracellular calcium transient[2]. The present
data show that exposure to pathological doses of LDL also promotes CE accumulation,
reduces SERCA2 expression, and diminishes the calcium transient; supporting the notion
that intracellular CE accumulation impairs SR calcium handling. In line with this, a previous
study performed in a hypercholesterolemic animal model showed that SERCA2 expression

inversely correlated with CE lipid enrichment of the sarcoplasmic reticulum[11].

LDL-mediated destabilization of the beat-to-beat response

Interestingly, high extracellular LDL levels also altered the beat-to-beat stability of the
calcium transient when myocyte cultures were subjected to increased stimulation
frequency. Theoretically, the LDL-mediated reduction in SERCA2 expression could lead to
insufficient SR calcium reuptake at short pacing intervals, and thus affect the beat-to-beat
stability of the calcium transient[16]. However, insufficient SR calcium reuptake would also

be expected to result in a rate-dependent elevation of cytosolic calcium concentration at

13
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baseline, a phenomenon that was observed in control conditions but not with high
extracellular LDL (see figure 3). Instead, LDL dose-dependently impaired propagation of the
calcium transient across the myocyte culture at short pacing intervals suggesting a reduction
in excitability[21] and/or a reduction in the communication between the cultured

cardiomyocytes[5, 8].

LDL-mediated reduction of connexin-40 expression and signal propagation

The observation that the Cx40 protein expression is dose dependently reduced as the LDL-
induced accumulation of intracellular CE increases could account for the observed LDL-
mediated reduction in the propagation velocity of the calcium signal[5]. Moreover, the
ohservation that intracellular CE derived from LDL plays a significant role on Cx40 reduction
is in accordance with previous work in aortic endothelium where the Cx40 expression was
found strongly reduced in a hyperlipidemic apoE knockout mice[30]. In contrast to the
downregulatory effect of LDL on Cx40 expression, we did not observe any significant effects
of LDL on CX43 expression in HL-1 cardiomyocytes, suggesting that (x40 and Cx43 are
differentially regulated by LDL in atrial cardiomyocytes.

Previous studies in mouse and goat models have reported that lack of Cx40 increases atrial
vulnerability to arrhythmia[13, 25], suggesting that the LDL-mediated reduction in Cx40-
expression reported here might increase the vulnerability to atrial arrhythmia. In line with
this notion, a marked increase in intracellular lipid droplets has been associated to the
disruption of intercellular junctions in the biopsied myocardium from a patient with

arrhythmaogenic right ventricular cardiomyopathy[7].

Considerations on the model

14
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Although our findings cannot be directly extrapolated to clinical conditions, cultured atrial
HL-1 myocytes retain fundamental features of the native cardiomyocyte such as intracellular
calcium transients and contraction in response to electrical field stimulation as well as
propagation of the calcium signal through the cultured adult cardiomyocytes[3, 29].
Moreover, this in vitro model may be useful to investigate effect of high LDL levels on
intracellular lipid accumulation and calcium handling in cardiomyocytes, and appropriate for
studying concurrent effects of LDL on the expression of calcium handling proteins, on the
intracellular calcium transient, and on its propagation through the multicellular myocyte

preparation.

In summary, our results highlight LDL-cholesterol as a potential contributor to reductions of
the calcium transient amplitude and its propagation in cardiomyocytes by suppressing

SERCA2 and Cx-40 expression.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. LDL induces intracellular cholesteryl ester accumulation. A Thin layer
chromatograpy showing intracellular cholestryl ester and free cholesterol in HL-1 cell
cultures incubated with 0, 50, 125, 250, and 500 pg/mL LDL. B Line graphs showing the
relationship between the extracellular LDL concentration and intracellular cholesteryl ester
(diamonds) and free cholesterol (square) levels in HL-1 cardiomyocytes. Results were
expressed as microgram of cholesterol per milligram of protein and shown as the mean of
three experiments performed in duplicate. Values significantly different from the level with 0

pg/ml LDL are indicated with asterisks.

Figure 2. LDL reduces the intracellular Ca”*- transient and SERCA2 expression. A Image of a
representative field of cultured HL-1 cardiomyocytes used for calcium imaging. Individual
myocytes with calcium transients are indicated in blue. Scale bar is 100 pm. B Global calcium
transients elicited by field stimulation at 2s intervals in the absence of LDL (control) and the
presence of 500 pg/ml LDL. C Average baseline (left panel), peak (center panel) and
amplitude (right panel) of the calcium transients recorded without (CON) and with 500
peg/ml LDL. Values were recorded in three different fields from eight HL-1 preparations.
Statistical differences between CON and LDL are indicated with an asterisk. D Real-time PCR
analysis showing SERCA2 mRNA expression. Data were processed with a specially designed
software programme based on Ct value of each sample and normalized to ARBP mRNA. E
Representative western blot analysis showing SERCA2 bands and bar graphs showing

SERCA2 band quantification. Unchanged levels of b-tubulin were shown as loading control.
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Results are shown as mean+5EM of three independent experiments performed in duplicate.

*P<0.05 vs. cells incubated in absence of LDL

Figure 3. LDL promote non-uniform Ca’’ - transients at short stimulation intervals. A
Calcium transients recorded at stimulation intervals of 2.5, 2, 1.5, 1 and 0.75s (top to
bottom) in the absence (CONTROL) or the presence of 500 pg/ml LDL (right panel). Each
stimulation pulse is indicated with a dot above the traces. B Representative traces
illustrating uniform, alternating and irregular response € Distribution of uniform (black bar),
alternating (grey bar) or irregular (white bar) calcium transient amplitudes at decreasing
stimulation intervals recorded in the absence (CONTROL) or the presence of 500 pg/ml LDL
(right panel). Values were recorded in four different fields from each of five HL-1

preparations.

Figure 4. LDL prevents uniform propagation of the Ca®* - transient. A HL-1 image field with
the activation time for individual myocytes shown in color code. Black and light grey
rectangles at the bottom and the top of the images indicate regions used to measure
calcium transients proximal and distal to the stimulation electrodes respectively. Image field
is 1x1 mm. B Calcium transients recorded in the black and grey rectangles are shown in black
and grey traces. Recordings were performed at stimulation intervals of 2.5, 2, 1.5, 1, and
0.75s (top to bottom) in the absence of LDL (CONTROL) or the presence of 500 pg/ml LDL
(right panel). Notice that LDL disrupted a uniform propagation of the calcium transient from
the dark to the light grey rectangle. C Rate dependent distribution of the propagation
pattern recorded with 0 (CONTROL) and 500 pg/ml LDL (indicated above figures). The

stimulation interval is given below each bar (in seconds) and the propagation patterns were
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classified as uniform (black bars), alternating (grey bars) or irregular (white bars). See
methods for details. Values were recorded in four different fields from each of five HL-1

preparations.

Figure 5. LDL slows the propagation velocity of the Ca”* - transient. A HL-1 image field with
the activation time for individual myocytes shown in color code. Green and pink rectangles
at the bottom and the top of the images indicate regions used to measure calcium transients
proximal and distal to the stimulation electrodes respectively. Image field is 1x1 mm. The
middle panel shows global calcium transients and the lower panes shows local calcium
transients recorded in green and pink rectangles. The propagation velocity (dx/dt) was
calculated as distance between the two rectangles divided by the time elapsed between the
green and pink calcium transients at their half maximum (dt, indicated below traces). B
Effect of 0 (Control), 100, 250, and 500 pg/ml LDL on the propagation velocity (dx/dt)
recorded at stimulation intervals of 2.5, 2, and 1.5s. Values were recorded in four different
fields from each of five HL-1 preparations. Values statistically different from the

corresponding Control value are indicated with asterisks.

Figure 6. LDL reduces connexin-40 expression in HL-1 myocytes.

A Effect of the LDL concentration on connexin-40 (Cx40) and connexin-43 (Cx43) mRNA
levels in HL-1 myocyte cultures. B Effect of the LDL concentration on Cx40 and Cx43 protein
levels in the same HL-1 cultures shown in panel A. C Relationship between intracellular
cholesteryl ester (CE) and Cx40 and Cx43 protein levels in HL-1 myocyte cultures.

Results are shown as mean+SEM of three independent experiments performed in duplicate.

*P<(0.05 vs. cells incubated in absence of LDL.
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Figure 2

A B

Control

1.4 -
1.0 “
147 500 pg/ml LDL
c Baseline Peak Amplitude
0.5 - "
0.4 A -
0.3 1 b *
0.2 1 - »
0.1 1 - * b
0.0 - -
CON LDL CON LDL CON LDL
D E LDL (ug/mL)
0 50 100 200
B s Seem #SSS | SERCA-2
— — — S— ,B-tubulin
a2 35
m —
2% 16 38 30
o : | <
E ,9, 12 g. - 25
NS ~ S 20
g2 08 g8 1 +
& g e 2 10
w§ 04 835
£ 0 0
0 50 100 200 0 50 100 200
LDL (ug/mL) LDL (ug/mL)

Figure 2




ARTICULOS

Figure 3
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Figure 6
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RELACION DEL LRP1 CON LA ATEROSCLEROSIS E ISQUEMIA
MIOCARDICA

En la aterosclerosis, durante el progreso de la lesion, las células vasculares
como macrofagos y células musculares lisas vasculares (VSMC) [40, 229] captan
lipoproteinas modificadas que contribuyen a la deposicion lipidica en la capa intima
arterial que da origen al engrosamiento de la pared vascular. El estrechamiento de
las arterias coronarias y la limitacién de la llegada de oxigeno y nutrientes al
miocardio durante el desarrollo y progresion de las lesiones aterosclerdticas es la
principal causa que da origen a la cardiomiopatia isquémica, principal patologia
desencadenante de un fallo cardiaco. Este desequilibrio producido entre la demanda
cardiaca y el suministro de oxigeno, al no llegar la sangre, genera la necrosis de los
tejidos afectados, severas alteraciones metabodlicas de las zonas periféricas y la

disfuncion general del corazon

Estudios previos de nuestro grupo demostraron la importancia del receptor
LRPI1 en la etiologia de la aterosclerosis a nivel vascular cuando observaron que en
las VSMC internaliza de forma selectiva el colesterol esterificado (CE) derivado de
las LDL agregadas (LDLag) [40, 73, 80], una de las principales modificaciones de
las lipoproteinas LDL presentes en la capa intima arterial. EI LRP1 no esté regulado
a la baja por los niveles intracelulares de colesterol ni a través de la disminucion del
factor SREBP-2, a diferencia del receptor de las lipoproteinas de baja densidad
(LDLR), lo que hace que siga expresandose en situaciones de hipercolesterolemia y
agravando ain mas la acumulacién lipidica y la progresion de la lesion
aterosclerdtica. También en trabajos recientes del grupo se comprobd la regulacion
al alza del LRP1 por la sobreexpresion del factor de transcripcion HIF-1a bajo

condiciones de hipoxia en VSMC [228].
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HIPOXIA EN CARDIOMIOCITOS Y MIOCARDIO

A nivel del corazon, se conoce que los cardiomiocitos acumulan lipidos
intracelularmente bajo determinadas condiciones patoldgicas como son la diabetes
[230], la obesidad [231] y la isquemia [232, 233]. Esta acumulacion grasa, en un
tejido no adiposo como es el corazon, se conoce como esteatosis y se asocia con
procesos de lipotoxicidad, disfunciones y fallo cardiaco, tamafios de infarto mas
grande, y ha sido encontrada en areas de infarto de miocardio cronico en humanos
[207, 234]. En concordancia, en diferentes modelos animales se observo que la

dislipemia incrementaba el dafio en el miocardio isquémico [208].

Estudios recientes del grupo [235] demostraron que en cultivos celulares de
cardiomiocitos ventriculares de rata neonata (NRVM), el receptor de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLR) estd sobreexpresado en hipoxia, y
cuando expones las células a VLDL en condiciones de hipoxia el incremento

observado en la acumulacion lipidica es atin mayor que el observado en normoxia.

A diferencia de en VSMC, poco se sabe acerca del perfil de expresion y
consecuencias funcionales de los efectos de la isquemia en los receptores
lipoproteicos en los cardiomiocitos. Por todo esto y con la base de los estudios
previos del grupo sobre el LRP1 en VSMC y NRVM nos propusimos analizar el
efecto de la hipoxia sobre la expresion del LRP1, VLDLR y LDLR.

Nuestros resultados demostraron que, en cardiomiocitos HL-1 y NRVM, la
hipoxia incrementa la expresion génica y proteica de los receptores LRP1 y VLDLR
a través del factor de transcripcion HIF-la, en concordancia con los resultados
previos de nuestro grupo en VSMC humanas, NRVM Yy resultados de Perman et al
en HL-1 [88]. LRP1 y VLDLR mostraron ser regulados por la hipoxia a través de un

mecanismo comun de activacion transcripcional que explica el gran incremento en la
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expresion proteica de ambos receptores que observamos en el modelo porcino de

infarto agudo de miocardio.

En las muestras de miocardio de pacientes con cardiomiopatia isquémica
observamos también incrementada la expresion de los receptores LRP1 y VLDLR a
nivel proteico, y la del LRP1 también a nivel génico. Aunque ya se ha observado la
regulacion al alza del VLDLR a nivel de mRNA en biopsias de miocardio de
pacientes programados para cirugia de by-pass coronario [88], en nuestros resultados
no observamos alteraciones a nivel génico en los corazones de los pacientes con
cardiomiopatia isquémica respecto a los corazones controles. Esto probablemente es
debido a la administracion al paciente, previo al trasplante de corazon, del
inmunosupresor ciclosporina que inhibe la expresion del mRNA del VLDLR en el

miocardio de los pacientes con cardiomiopatia isquémica.

A diferencia del claro papel de HIF-1a en la sobreexpresion del LRP1 y
VLDLR, este factor de transcripcion no parece tener nigin papel en la regulacion a
la baja del LDLR en los cardiomiocitos HL-1 bajo condiciones de hipoxia. De
hecho, este efecto sobre el LDLR puede ser explicado por la caida en la expresion de
SREBP-1 y SREBP-2 en condiciones de hipoxia, como previamente se vid en
VSMC humanas [228]. Ademas ésta disminucion de los SREBP por la hipoxia
probablemente contribuyo, junto con la sobreexpresion de HIF-1a, al incremento de
expresion del LRP1 en cardiomiocitos, de acuerdo a resultados previos de nuestro
grupo que demostraron que el LRP1 estd regulado negativamente por los SREBP

[81, 116].
En las muestras de miocardio de pacientes con cardiomiopatia isquémica la

expresion del mRNA del LDLR fue mdas baja en comparacién a los corazones

controles en concordancia con los resultados obtenidos en cardiomiocitos hipdxicos.
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ACUMULACION LIPIDICA INTRACELULAR EN CARDIOMIOCITOS Y
MIOCARDIO

La acumulacién intracelular de lipidos es una alteraciéon comun descrita en

los eventos isquémicos [167, 168] que puede llegar a producir lipotoxicidad.

Los acidos grasos (AG), procedentes de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) se oxidan con la B-oxidacion para abastecer de energia al corazon en
condiciones de funcionamiento normales. Pero en condiciones de isquemia, para
optimizar la produccion de energia, los cardiomiocitos usan carbohidratos, por lo
que los AG procedentes de lipoproteinas se esterifican y acumulan intracelularmente
transformados en triglicéridos (TG) dentro de vacuolas lipidicas en las regiones
periinfarticas con dafio reversible del miocardio [206, 233, 236, 237]. Pero ademas
de TG, las VLDL también han sido descritas como fuente de colesterol en el
miocardio [86, 159, 238], que en situaciones de isquemia también se puede acumular

intracelularmente generando lipotoxicidad y alteraciones fisioldgicas [155, 177].

Niu et al [159] demostraron en un modelo de corazones perfundidos que la
captacion de colesterol, pero no de TG, procedente de las VLDL estaba muy
reducida por la suramina, un inhibidor inespecifico de la familia del LDLR, y por lo
tanto la entrada de colesterol dependia de la familia de estos receptores
lipoproteicos. Estos resultados estdn de acuerdo con estudios previos del grupo
donde se observo el papel del LRP1 como mediador de la captacion selectiva de CE
procedente de lipoproteinas en VSMC [73, 239]. Esta captacion estd favorecida
también por la capacidad de desplazamiento del receptor hacia las caveolas en las
balsas lipidicas de membrana que actian como receptoras de CE [240]. Ademas la
expresion de LRP1 y proteoglicanos estd incrementada en hipoxia y ambos cooperan

en la captacion de ligandos en las membranas [214, 241].
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Mediante cromatografias en capa fina (CCF) revelamos el papel crucial del
LRP1 en la captacion selectiva y acumulacién de CE procedente de lipoproteinas en
los cardiomiocitos hipdxicos. En contraposicion al fuerte impacto de la inhibicidén
del LRPI en la captacion de CE procedente de VLDL, el silenciamiento génico del
LRPI en cardiomiocitos HL-1 no ejercié ningin efecto significante ni en la
captacion ni en la acumulacion de TG. Esto evidencia que la captacion de colesterol
procedente de VLDL en el corazon ocurre a través de un mecanismo diferente al de

los TG.

Estudios llevados a cabo por Bharadwaj et al mostraron la participacion de
CD36 en la captacion de TG y de LpL en la captacion de CE procedentes de VLDL
en el miocardio [86]. CD36 también se sobreexpresa en hipoxia [87] y contribuye a
la captacion de acidos grasos (AG) y acumulacién de TG en situaciones de
isquemia. Sin embargo Perman et al [88] afirmaron que CD36 no juega ningun papel
en la captacion incrementada de TG en condiciones de hipoxia y sefialaron al
VLDLR como el receptor esencial para la acumulacion de TG en cardiomiocitos
HL-1 hipoxicos y en el miocardio isquémico de ratones. Ademas el VLDLR vy la
lipoproteina lipasa (LpL) interaccionan para la captacion de VLDL por el corazon.,
presentan la misma distribuciéon en tejidos y su expresion estd incrementada en
cardiomiocitos hipdxicos. Todo esto sugiere que posiblemente VLDLR y LpL
colaboran también en la captacidon incrementada por hipoxia de CE procedente de
VLDL, por lo que serian necesarios mas estudios para discernir la contribucion
precisa de LpL, VLDLR y LRP1 en la acumulacion miocardica de colesterol con el

fin de prevenir los efectos deletéreos de la acumulacion lipidica en el corazon.

En nuestros resultados con muestras de corazones de pacientes con
cardiomiopatia isquémica observamos la sobreexpresion génica y proteica del LRP1
en comparacion con muestras de corazones controles. Ademas en células HL-1 in
vitro comprobamos también el incremento de la expresion proteica del LRP1 no s6lo

por la hipoxia sino también por dosis hipertrigliceridémicas e hipercolesterolémicas
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de VLDL y LDL respectivamente. La accion conjunta de hipoxia y lipoproteinas

obtuvo un efecto sinérgico alcanzando la méxima sobreexpresion proteica del LRP1.

En resultados de CCF de las muestras de corazén de pacientes con
cardiomiopatia isquémica pudimos comprobar la acumulacion incrementada de CE y
TG. Analizando los datos de expresion y acumulacion obtenidos de los pacientes en
conjunto, encontramos una estrecha asociacion-correlacion significativa entre la
expresion génica y proteica del receptor LRP1 y la acumulacion de CE en corazones

humanos isquémicos.

Aunque nuestros estudios en miocardio isquémico humano no proveen
informacidn especifica sobre los mecanismos involucrados en la asociacion existente
entre la expresion del LRP1 y la acumulacién lipidica de CE, los resultados en
cardiomiocitos hipoxicos (HL-1 y NRVM) si que muestran el papel esencial del
LRPI1 en la captaciéon y acumulacion en de CE procedente de VLDL. Ademas
estudiamos como el LRP1 de cardiomiocitos, al igual que el de VSMC [41, 73, 80],
es capaz de internalizar CE de lipoproteinas modificadas por agregacion. Todo esto
sugiere que la sobreacumulaciéon de CE que se observa en corazones humanos
isquémicos puede ser causada por la capacidad del LRP1, sobreexpresado en

hipoxia, de captar el CE procedente de lipoproteinas.

Encontramos también una ligera correlacion en las muestras de miocardio
isquémico humano entre la expresion del VLDLR y la acumulacién de CE aunque
de menor alcance que la del LRP1. Sin embrago no se encontro relacion alguna entre
cualquiera de los dos receptores con la acumulacion de TG en el miocardio pese a
los resultados ya comentados de Perman et al [88] donde si observaron en biopsias
de miocardio isquémico humano, una débil relacién entre la expresion génica del
VLDLR y la acumulacién de gotas lipidicas. Esto puede ser debido a las diferentes

vias que comentamos de entrada de TG al miocardio que van desde la sintesis
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endégena [231, 242], la difusion asociada a albumina [243] o la hidrolisis por LpL
[244, 245].

Nuestros datos mostraron que el aumento de la acumulacion intracelular de
lipidos neutros no induce la apoptosis de los cardiomiocitos en cultivo a tiempos de
incubacion cortos. Sin embargo la hipoxia y los lipidos probablemente inducen la
muerte de las células a tiempos de exposicion largos. Resultados similares ya fueron
sefialados en HL-1 [88], VSMC humanas [81] y macréfagos [246]. De hecho en el
contexto de diabetes/obesidad, una importante acumulacion de TG se ha asociado
con muerte celular y disfuncion diastolica en modelos animales [162, 247] y en
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 [248]. Perman et al afirmaron que la
acumulacion de TG en el ratén isquémico empeora la supervivencia al aumentar el

estrés en el reticulo sarcoplasmico.

Aunque los efectos deletéreos de la carga lipidica en el miocardio que
ocurren en situaciones de isquemia, diabetes u obesidad han sido histéricamente
adscritos a TG, asumiendo que eran los tUnicos lipidos neutros acumulados en
cardiomiocitos, se ha demostrado que lipoproteinas ricas en triglicéridos, como las
VLDL, liberan TG y también CE a los cardiomiocitos [86, 88], y que la hipoxia
incrementa esta captacion en cardiomiocitos NRVM [235]. De hecho, nuestros
resultados in vivo muestran claramente que los lipidos neutrales que se acumulan en
el modelo porcino de miocardio isquémico incluyen tanto TG como CE. Por tanto,
cabria considerar que los efectos deletéreos de la lipotoxicidad no s6lo son causados
por TG sino también por la acumulacion de CE. Relevantes estudios mostraron ya
que el colesterol en el miocardio contribuye a la cardiomiopatia lipotoxica [155,
177] causante de disfuncidn sistdlica y diastolica [178]. Ademds se encontrd una
correlacion inversa entre los niveles de colesterol en el miocardio y los niveles de
expresion de SERCA2 [178]. Trabajos en nuestro grupo demostraron el papel que
juega la reduccién de la expresion de SERCA?2 en las alteraciones en el manejo del

calcio inducidas por la hipoxia y las VLDL [235].
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Todos estos resultados in vitro, in vivo y en miocardio de pacientes con
cardiomiopatia isquémica evidenciaron que la acumulacion de lipidos neutros en el
miocardio no consta sélo de TG como sugieren la mayoria de estudios previos [88,
234, 249, 250], sino también de CE. Ademas demostraron la fuerte presencia del
receptor LRP1 en situaciones de isquemia e hipercolesterolemia que modulan su
expresion al alza en el miocardio, tal y como vio nuestro grupo que ocurria en pared

vascular [81, 228].

CONSECUENCIAS FUNCIONALES EN EL MANEJO DEL CALCIO
DERIVADAS DE LA HIPOXIA MIOCARDICA Y LA ACUMULACION
LIPIDICA

Los efectos dafiinos en el sistema cardiovascular de tener altos niveles de
colesterol en plasma y su impacto en la arteriosclerosis coronaria son ampliamente
conocidos, pero poco se sabe acerca de su repercusion sobre el miocardio y la
funcionalidad del cardiomiocito. Puesto que la mayoria de pacientes que sufren
dislipidemias estan en riesgo de padecer muerte subita a causa de arritmias [251] y
la medicacion destinada a reducir el colesterol presenta un potencial efecto
antiarritmico, se deduce el aparente efecto pro-arritmico del colesterol. En el
corazon isquémico se han encontrado vacuolas lipidicas en la periferia de las zonas
infartadas [168, 233] y han sido ampliamente documentados los fendmenos
asociados de disfuncidn cardiaca [252] y arritmias [253] producidos por la carga
lipidica intramiocardica. Ademas, las arritmias cardiacas han sido ligadas a cambios
en la actividad de los canales idnicos [254-256], alteraciones en el manejo del calcio
intracelular [254, 257-260], y cambios en la conduccion de las sefiales eléctricas a
través de las uniones gap [261], por lo que los efectos de los medicamentos que

reducen el colesterol podrian ser en uno o mas de estos mecanismos.

La hipercolesterolemia ha sido asociada con el remodelado eléctrico,

potenciales de accion de duracion prolongada e incrementada vulnerabilidad a la
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fibrilacion ventricular en modelos in vivo de conegjo hipercolesterolémico [262]. El
aumento de la susceptibilidad a las arritmias ventriculares, inducidas por los niveles
de colesterol en sangre, también se ha observado en ratones con la expresion
alterada de las uniones gap cardiacas, que mantienen el acoplamiento eléctrico para
asegurar propagaciones organizadas del potencial de accion que rigen la contraccion
ordenada del corazon. Asociados a las alteraciones atriales y ventriculares en el
miocardio se encuentran los reducidos niveles de los principales componentes de las
uniones gap cardiacas, las conexinas 40 y 43 (Cx40 y Cx43) [263, 264]. Trabajos
recientes del grupo demostraron que la acumulacion lipidica en cardiomiocitos
expuestos a lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) conlleva serias alteraciones
en el manejo del calcio intracelular (reduccion de la expresion de SERCA2,
reduccion de la amplitud de las curvas de movilizacién del calcio y de la carga de
calcio del reticulo sarcoplasmatico (SR)). Ademas, estos efectos observados se
incrementaban en condiciones de hipoxia, debido a la sobreacumulacion de CE y TG

en estas condiciones [235].

Todo esto sugiere que la captacion de lipoproteinas LDL ricas en colesterol,
y la consecuente acumulacion lipidica intracelular, modulan el manejo del calcio y la
propagacion de sefiales en los cardiomiocitos. La exposicion a dosis patologicas de
LDL promovi6 la acumulacion de CE, la reduccion de la expresion de SERCA2 y la
disminucion de las curvas de movilizacion de calcio, apoyando la nocién de que la
acumulacion de CE intracelular perjudica el manejo de calcio en el reticulo
sarcoplasmico. De acuerdo con esto, Huang et al demostraron en un modelo de
conejo con dieta hipercolesterolémica que los niveles de expresion de SERCA2

estaban inversamente correlacionados con la carga lipidica de CE [178].

En nuestros resultados los altos niveles de LDL también desestabilizaron el
patrén de respuesta beat-to-beat de las curvas de movilizacion del calcio cuando los
cardiomiocitos fueron sujetos a frecuencias de estimulacion crecientes. La reducida

expresion de SERCA2 en presencia de las LDL podria llevar a una insuficiente
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recaptacion de calcio por el reticulo sarcopldsmico a intervalos cortos de
estimulacion, lo que afectaria al patron beat-to-beat de las curvas de movilizacién
del calcio [258]. Aunque la recaptacion de calcio por el reticulo sarcoplasmico en
cardiomiocitos HL-1 controles es dependiente de la concentracidon citosolica de
calcio, en presencia de LDL no ocurre asi. De hecho, la deteriorada propagacion de
las curvas de movilizacion de calcio a través del cultivo de cardiomiocitos a
intervalos de estimulacion cortos, afectadas de forma dosis dependiente por LDL,
sugiere una reduccion en la excitabilidad [265] y comunicacién entre los

cardiomiocitos en cultivo [253, 266-268].

La reducida expresion proteica de la conexina-40 (Cx40) observada, de
forma dosis dependiente por la acumulaciéon de CE procedente de LDL, podria
suponer la causa de la observada reduccion de la velocidad de propagacion de la
sefial de calcio en presencia de las LDL [266]. El papel que juega ademas el CE
intracelular procedente de LDL en la reducciéon de Cx40 esta en concordancia con
resultados previos en endotelio adrtico, donde los niveles de expresion de la Cx40

fueron muy reducidos en ratones apoE krnockout hiperlipidémicos [269].

A diferencia del efecto de las LDL en la reduccion de la expresion de la
Cx40, en la Cx43 no apreciamos cambios significativos en los cardiomiocitos HL-1,
sugiriendo que ambas conexinas son reguladas de forma diferencial por las LDL en
cardiomiocitos atriales. De hecho, en diferentes estudios en modelos de raton
knockout para la Cx40 ya se habia apreciado una bajada en la velocidad de
conduccion atrial [270, 271] mientras que en modelos de raton knockout para la
Cx43 la bajada en la velocidad de conduccidon era ventricular [272, 273], mostrando

asi el papel diferencial de ambas conexinas en los cardiomiocitos.
Estudios en modelos de raton y cabra mostraron que la carencia de la Cx40

incrementa la vulnerabilidad atrial a las arritmias [152, 153], pudiendo extrapolar

que las LDL, que nosotros observamos que reducen la Cx40, incrementan la
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vulnerabilidad a las arritmias atriales. En concordancia con esto, un incremento de
las gotas lipidicas intracelulares ha sido asociado con la alteracion de las uniones
intercelulares en biopsias de miocardio de pacientes con cardiomiopatia

arritmogénica de ventriculo derecho [253].

CONSIDERACIONES DE LOS MODELOS

Debido a la complejidad de la cardiomiopatia y el fallo cardiaco originados
por infarto de miocardio, los efectos de la isquemia en la funcionalidad del
cardiomiocito no pueden ser evaluados unicamente testando in vitro el efecto de la
hipoxia en cultivo celular o in vivo el efecto en el miocardio porcino de una oclusion
coronaria. Sin embargo, la utilizacion de estos modelos es util para identificar
nuevos genes involucrados en los mecanismos fisiopatologicos asociados a los
efectos deletéreos de la hipoxia, como la exposiciéon a altas concentraciones de
VLDL y LDL en la acumulacién de lipidos intracelularmente o las alteraciones en la
expresion de proteinas involucradas en el manejo del calcio, en las ondas de

movilizacidn del calcio y en su propagacion por el cultivo celular.

Aunque los resultados obtenidos no pueden ser directamente extrapolados a
condiciones clinicas, los cultivos atriales de cardiomiocitos HL-1 mantienen las
caracteristicas fundamentales de los cardiomiocitos nativos como las ondas de
movilizacion de calcio intracelular y las contracciones en respuesta a estimulacion
eléctrica, asi como la propagacion de la sefial de calcio a través del cultivo de

cardiomiocitos [217, 218].

Los resultados obtenidos en cardiomiocitos neonatales de rata podrian no ser
aplicables de forma general ya que no estan totalmente diferenciados. Las células
NRVM se diferencian de los cardiomiocitos adultos en temas morfoldgicos,
bioquimicos o de metabolismo energético, por lo que podrian responder a la

isquemia de forma diferente. Se emplearon como cultivo primario para la realizacion
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en paralelo de varios experimentos con la linea celular de cardiomiocitos HL-1, y su
eleccion se baso en la previa experiencia del grupo ya que en comparacion con los
cardiomiocitos adultos tienen una supervivencia mayor in vitro y requieren un

mantenimiento mas sencillo.

IMPLICACIONES CLINICAS

Tomados en conjunto, los resultados de la tesis sugieren que LRP1 podria
ser una diana con el fin de prevenir las alteraciones isquémicas miocardicas
funcionales asociados con la acumulacion de colesterol intracelular en los
cardiomiocitos. Los resultados del presente estudio muestran que aunque Ia
inhibicion del LRP1 reduce ondas y respuestas irregulares inducidas por las VLDL,
la deficiencia del LRP1 aumenta también el porcentaje de células inactivas y
empeora la resistencia a la sobrecarga de calcio. Estos resultados estan de acuerdo
con la funcién central de LRP1 como un receptor de transduccion de sefiales que
moviliza el calcio intracelular [274]. De hecho, el deterioro de la funcion selectiva
del LRP1 como portador de colesterol sin llegar a alterar la transduccién de sefiales
es la mejor estrategia para prevenir la acumulacién de CE inducida por la hipoxia.
Cardiomiocitos en zonas periinfarticas se sobrecargan notablemente con lipidos
[206] neutros que son determinantes para la transicion de la lesion miocardica aguda
de reversible a irreversible y para las arritmias [275]. Por lo tanto, nuestros
resultados deberian ser considerados para el disefio de estrategias eficientes con el
fin de prevenir las alteraciones cardiacas derivadas de la sobreacumulacién de

colesterol en el miocardio.
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CONCLUSIONES

1. El receptor LRP1 media la captacidon selectiva y acumulacion de colesterol

esterificado procedente de las lipoproteinas VLDL en cardiomiocitos hipdxicos.

1.1 La expresion génica y proteica de los receptores LRP1 y VLDLR esta
incrementada in vitro en cardiomiocitos hipdxicos e in vivo en un modelo
porcino de infarto agudo de miocardio. En el caso del LRP1 en
cardiomiocitos es a través del factor de transcripcion inducible por la

hipoxia HIF-1a..

1.2 La hipoxia induce la sobreacumulacién lipidica de colesterol esterificado

y triglicéridos procedentes de VLDL en cardiomiocitos.

2. Los niveles de expresion del receptor LRP1 presentan una fuerte correlacién con
la acumulacién de colesterol esterificado en el miocardio de corazones isquémicos

humanos.

2.1 La expresion de los receptores LRP1 y VLDLR, asi como del factor de
transcripcion HIF-la., estd incrementada en el miocardio isquémico

humano.
3. Las lipoproteinas LDL potencian las alteraciones en el manejo del calcio
intracelular en cardiomiocitos HL-1 inducidas por la acumulacidon de colesterol

esterificado.

3.1 Las LDL reducen la amplitud de las curvas de movilizacion de calcio a

través de cultivos de cardiomiocitos HL-1.
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3.2 Las LDL reducen la expresion de SERCA2 en cardiomiocitos HL-1 e
incrementan la fraccion de respuestas beat-yo-beat irregulares y alternantes a

intervalos de estimulacion cortos.

3.3 Las LDL reducen la velocidad de conduccion de las sefiales de calcio

coincidiendo con la reduccion de la expresion de la conexina-40.
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