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1. Resumen

La glicacion avanzada no enzimatica es una reaccién quimica altamente toxica y
ubicua que induce cambios terminales en las proteinas extracelulares e
intracelulares. La acumulacion de proteinas (y otras macromoléculas) glicadas,
denominadas genéricamente productos de glicacion avanzada o AGEs, se ha
descrito en varias enfermedades relacionadas con la edad, incluida la insuficiencia
renal, enfermedades neurodegenerativas, cataratas e inflamaciones crénicas. Sin
embargo, se desconoce cual es su papel fisiopatoldgico en el envejecimiento del
corazon. El objetivo de este proyecto ha sido investigar la contribucion de los AGEs
al deterioro funcional de los cardiomiocitos durante el envejecimiento y el aumento
de su vulnerabilidad al dafo por isquemia-reperfusion y la insuficiencia cardiaca,
dos de las enfermedades mas prevalentes en los pacientes ancianos. La

consecucién de este objetivo permitiria identificar nuevas dianas terapéuticas.

Mediante el uso de un amplio espectro de aproximaciones técnicas, incluyendo el
analisis por Western blot, la inmunofluorescencia, ELISA y la protedmica
cuantitativa de alto rendimiento, hemos establecido por primera vez el grado de
acumulacién de AGEs en el corazén de ratones jévenes (4-6 meses) y viejos (>20
meses), y hemos identificado las proteinas cardiacas especificamente afectadas por
el daho glicativo. Debido a que la acumulacién de AGEs puede modularse por
sistemas enddgenos de detoxificacion, principalmente la via de la glioxalasa (el
sistema enzimatico que elimina algunos de los precursores quimicos implicados en
la generacidon de AGEs), hemos investigado el impacto del envejecimiento sobre la
actividad/expresion de glioxalasa en el corazén de ratones y humanos de
diferentes edades. Para dilucidar las consecuencias funcionales de los AGEs en el
corazon, hemos estudiado el manejo de calcio celular, el dafio oxidativo, la
respiracion mitocondrial y la capacidad antioxidante en cardiomiocitos y
mitocondrias aislados de ratones con envejecimiento fisioldgico y sus homdlogos
jovenes y en muestras miocardicas de pacientes. Finalmente, para establecer la
relacion causa-efecto entre la presencia de AGEs vy la (dis)funcién de los
cardiomiocitos durante el envejecimiento, hemos desarrollado un modelo de cultivo
de cardiomiocitos HL-1 con acumulacién intracelular de AGEs, en el que se han

repetido los ensayos funcionales previamente utilizados en el tejido miocardico.



En paralelo, como un subestudio independiente, hemos puesto a prueba el papel
potencial de los AGEs como predictores de cardiopatia isquémica y de moduladores
del dafio por isquemia-reperfusién en pacientes, asi como su contribucién a la
disfuncion cardiaca. Para alcanzar este objetivo, hemos cuantificado los niveles de
AGEs circulantes y tisulares (mediante la deteccién no invasiva de
autofluorescencia en el antebrazo y el cristalino del 0jo) en una cohorte de
pacientes diabéticos de tipo 2 de diferentes edades. Como grupo control, se ha
utilizado una poblacidon no diabética equivalente en edad y sexo. La correlacion
entre los niveles de AGEs, el fenotipo clinico del paciente y la incidencia de infarto
de miocardio silente (detectado por TC/PET coronario) e infarto agudo de
miocardio (determinado por la extensién de la necrosis cuantificada por RMN) se

encuentra en fase de analisis en el momento de escribir esta memoria.

2. Resultados

Utilizando cardiomiocitos aislados, mitocondrias, vesiculas de reticulo
sarcoplasmico (RS) y extractos de miocardio de ratones jovenes (5-6 meses) y
viejos (=20 meses) C57BL/6 y de pacientes jovenes (<75 afios) y ancianos (=75
anos) sometidos a cirugia cardiaca en el Hospital Vall d’Hebron, hemos
demostrado, por primera vez, que el envejecimiento se asocia a un aumento
significativo de los niveles de proteinas modificadas por AGEs en el corazén de
ratones y humanos. Al contrario de lo esperado, el inmunomarcaje por
fluorescencia y el analisis protedmico han establecido que una parte significativa
de los AGEs acumulados durante el envejecimiento se encuentra en el espacio
intracelular de los cardiomiocitos. El ensayo enzimatico por espectrofotometria
detecté una reduccién de la eficiencia de la via de la glioxalasa-1 (Glo-1, el sistema
enzimatico responsable de la detoxificacién de los compuestos dicarbonilicos, como
el metilglioxal, que evolucionan a la formacién de AGEs), a pesar de que los niveles
de expresién del enzima estaban preservados. Esta deficiencia en la actividad de
Glo-1 da lugar a una menor produccién de D-lactato, el metabolito final de la via
de detoxificacién, en el miocardio de ratones viejos y pacientes ancianos. Por otra
parte, los niveles de glutatién, un enzima antioxidante que actla como cofactor de
la Glo-1, también se encontrd reducido en el miocardio murino y humano de los

individuos viejos. Estos resultados indican que, mas alld de la acumulacién pasiva



de AGEs en la matriz extracelular que se habia descrito previamente, el corazén
desarrolla durante el envejecimiento una deficiencia de uno de los sistemas de
detoxificacion enddgenos mas universales, lo que favorece la aparicién de dano

glicoxidativo intracelular.

Entre las proteinas afectadas por la glicacion durante el envejecimiento se
identificod el receptor de la rianodina (RyR) del reticulo sarcopldasmico (RS), tanto
en ratones como en humanos, segun los resultados obtenidos por técnicas
independientes, incluida ELISA, inmunofluorescencia y protedémica diferencial. Se
comprobd que la glicacién de RyR tiene consecuencias funcionales sobre el manejo
de calcio por parte del RS, consistente en un aumento de la fuga espontanea de
calcio desde el RyR. Debido a que el RS forma unidades anatdmicas y funcionales
con las mitocondrias circundantes, con quienes intercambia calcio y ATP de forma
bidireccional, hemos investigado el impacto de la fuga de calcio del RS sobre la
funcién e integridad de las mitocondrias. Nuestros resultados indican que durante
el envejecimiento las mitocondrias cardiacas presentan precipitados de calcio en su
matriz, una observacién que se corrobord tanto en ratones como en humanos. Este
exceso de calcio precipitado tiene efectos perjudiciales sobre la funcién
mitocondrial, que se ha detectado como una reduccidon de su capacidad aerébica
maxima y una disminucion en el nimero de mitocondrias que respiran en el

corazon de ratones y humanos de edad avanzada.

Para establecer la relacién causa-efecto entre la glicacidén intracelular dependiente
de la edad, las alteraciones en el manejo de calcio y la disfuncién mitocondrial,
expusimos crénicamente a cardiomiocitos HL-1 en cultivo a condiciones que
simulan el envejecimiento, es decir, inhibicién de la Glo-1 y exceso de metilglioxal.
Los cardiomiocitos HL-1 expuestos a estas condiciones desarrollaron un aumento
de AGEs intracelulares en 3 dias. Tal como habiamos observado en cardiomiocitos
intactos de ratones viejos, el RyR fue diana de dafio glicativo en las células HL-1.
La glicacion del RyR recapituld las alteraciones en el intercambio de calcio entre el

RS y las mitocondrias que estan presentes en el corazén viejo.



3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

éCual es la relevancia del estudio?

e Nuestros datos demuestran por primera vez una deficiencia en el sistema de
detoxificacion de los compuestos dicarbonilicos en el corazén como un distintivo
comun de envejecimiento, ya que estd presente tanto en ratones viejos como en
pacientes ancianos. La reduccidon de la actividad de Glo-1 se habia asociado
previamente a la gravedad de la aterosclerosis, la cardiomiopatia diabética y la
enfermedad coronaria, y ahora aportamos evidencias sobre su contribucién a la

fisiopatologia del envejecimiento cardiaco.

e Hemos identificado el RyR como una diana importante de dafo glicativo en los
cardiomiocitos envejecidos; la glicacion del RyR altera el manejo de calcio por
parte del RS. La adecuada funcién del RyR es esencial para mantener la actividad
contractil y la homeostasis del calcio en el corazén; las alteraciones en la cinética
de liberacidon de calcio por parte del RS han sido previamente asociadas a la
disfuncion contractil de los cardiomiocitos en la insuficiencia cardiaca y a la muerte
celular en la isquemia-reperfusién miocardica. Nuestros resultados indican que el
dano glicativo del RyR puede participar en el aumento de la extension de la
necrosis durante el infarto de miocardio y en la mayor susceptibilidad a desarrollar
insuficiencia cardiaca, que han sido observados de forma consistente en los

pacientes de edad avanzada.

e Debido a que el calcio mitocondrial es fundamental para ajustar de forma
dindmica la demanda con el aporte energético y depende directamente del calcio
transferido desde el RS, nuestros resultados indican que la glicacién del RyR puede
ser una causa del desacoplamiento en la comunicacién entre RS-mitocondrios
durante el envejecimiento y del dafio mitocondrial que se produce como
consecuencia de ello. El corazdn es el drgano con mayor dependencia de la
capacidad aerdbica mitocondrial. Por lo tanto, el dafio mitocondrial secundario a la
sobrecarga de calcio no solo puede participar en una peor respuesta a la isquemia-
reperfusion, sino que puede explicar la menor tolerancia al ejercicio y al estrés del

corazon envejecido.



&éCuales son las posibles implicaciones clinicas?

e Nuestros resultados han identificado un mecanismo fisiopatoldgico previamente
desconocido implicado en el envejecimiento cardiaco que puede favorecer la transicion
de un cardiomiocito sano hacia un cardiomiocito insuficiente y aumentar su

vulnerabilidad al daino por isquemia-reperfusion.

e Proponemos la prevencion de la generacién de compuestos dicarbonilicos, la
estimulacion de su detoxificacion o la reduccidn de las consecuencias funcionales de la
glicacion del RyR como posibles estrategias dirigidas a mejorar la funcién mitocondrial

en los cardiomiocitos envejecidos.

En conjunto, estos resultados abren un nuevo campo de investigacion dirigido a
identificar las mejores aproximaciones terapéuticas capaces de prevenir la glicaciéon
intracelular en los cardiomiocitos (y potencialmente otros tipos de células) durante el
envejecimiento o reducir sus consecuencias funcionales en algunos contextos

patoldgicos, como la isquemia-reperfusion.
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