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1. Resum

La glicacié avancada no enzimatica és una reaccid quimica altament toxica i ubiqua
que indueix canvis terminals en les proteines extracel-lulars i intracel-lulars.
L'acumulacié de proteines (i altres macromolécules) glicades, anomenades
genericament productes de glicaciéo avancada o AGEs, s’ha descrit en diverses
malalties relacionades amb |’edat, incloent-hi la insuficiencia renal, les malalties
neurodegeneratives, les cataractes i les inflamacions croniques. Tanmateix, es
desconeix quin és el seu paper fisiopatoldgic en I'envelliment del cor. L'objectiu
d’aquest projecte ha estat investigar la contribucié dels AGEs al deteriorament
funcional dels cardiomiocits durant I’envelliment i 'augment de la seva
vulnerabilitat al dany per isquémia-reperfusio i la insuficiéncia cardiaca, dues de les
malalties més prevalents en els pacients grans. L’assoliment d’aquest objectiu

permetria identificar noves dianes terapéutiques.

Mitjancant I’'Us d’un ampli espectre d’aproximacions tecniques, incloent-hi I'analisi
per Western blot, la immunofluorescencia, ELISA i la protedmica quantitativa d‘alt
rendiment, hem establert per primer cop el grau d’acumulacié d’AGEs al cor de
ratolins joves (4-6 mesos) i vells (>20 mesos) i hem identificat les proteines
cardiaques especificament afectades pel dany glicatiu. Atés que I'acumulacid
d’AGEs es pot modular per sistemes de detoxificaci6 endogens, principalment la via
de la glioxalasa (el sistema enzimatic encarregat d’eliminar alguns dels precursors
guimics implicats en la generacié d’AGEs), hem investigat I'impacte de
I’envelliment en |'activitat/expressid de la glioxalasa al cor de ratolins i humans de
diferents edats. Per dilucidar les conseqliéncies funcionals dels AGEs al cor, hem
estudiat el maneig de calci cel-lular, el dany oxidatiu, la respiracié mitocondrial i la
capacitat antioxidant en cardiomiocits i mitocondris aillats de ratolins amb
envelliment fisiologic i els seus homolegs joves i en mostres de pacients.
Finalment, per establir la relacié causa-efecte entre els AGEs i la (dis)funcid dels
cardiomiocits durant I'envelliment, hem desenvolupat un model de cultiu de
cardiomiocits HL-1 amb acumulacié intracel-lular d’AGEs, en el qual es van repetir

tots els assajos funcionals préviament utilitzats en les mostres de teixit miocardic.

En paral-lel, com un subestudi independent, hem posat a prova el paper dels AGEs

com a predictors de cardiopatia isquémica i moduladors del dany per isquémia-



reperfusid en pacients, aixi como la seva contribucié a la disfuncié cardiaca. Per
assolir aquest objectiu, hem quantificat els nivells d’AGEs circulants i tissulars
(mitjancant la deteccidé no invasiva d’autofluoresceéncia a I'avantbracg i al cristal:li de
I’'ull) en una cohort de pacients diabetics de tipus 2 de diferents edats. Com a grup
control s’ha utilitzat una poblacié no diabetica equivalent en edat i sexe. La
correlacié entre els nivells d’AGEs, el fenotip clinic del pacient i la incidencia d’infart
de miocardi silent (detectat per TC/PET coronari) i infart agut de miocardi
(determinat per I'extensié de la necrosi quantificada per RMN) es troba en fase

d’analisi en el moment de redactar aguesta memoria.

2. Resultats

Utilitzant cardiomiocits aillats, mitocondris, vesicules de reticle sarcoplasmatic (RS)
i extractes de miocardi de ratolins c57bl/6 joves (5-6 mesos) i vells (=20 mesos) i
de pacients joves (<75 anys) i grans (=75 anys) sotmesos a cirurgia cardiaca a
I'Hospital Vall d’Hebron, hem demostrat per primera vegada que I'envelliment esta
associat a un augment significatiu dels nivells de proteines modificades per AGEs
en el cor de ratolins i humans. Al contrari del que s’esperava, el immunomarcatge
per fluoresceéncia i I'analisi protedomica van establir que una part significativa dels
AGEs acumulats durant I'envelliment es troba en l'espai intracel-lular dels
cardiomiocits. L'assaig enzimatic per espectrofotometria va detectar una reduccio
de l'eficiencia de la via de la glioxalasa-1 (Glo-1, el sistema enzimatic responsable
de la detoxificacid dels compostos dicarbonilics, com el metilglioxal, que
evolucionen a la formacié d’AGEs), malgrat uns nivells preservats de I'expressié de
I’enzim. Aquesta deficiencia en |'activitat de Glo-1 dona lloc a una menor produccié
de D-lactat, el metabolit final de la via de detoxificacid, en el miocardi de ratolins
vells i pacients grans. D’altra banda, els nivells de glutatid, un enzim antioxidant
gue actua com a cofactor de la Glo-1, també es va trobar reduit en el miocardi
muri i huma dels individus vells. Aquests resultats indiquen que, més enlla de
I'acumulacié passiva d’AGEs en la matriu extracel-lular que s’havia descrit
préeviament, el cor desenvolupa durant I’envelliment una deficiencia d’un dels
sistemes de detoxificacié enddogena més universals, fet que afavoreix |'aparicié de

dany glicoxidatiu intracel-lular.



Entre les proteines afectades per la glicacié durant I'envelliment es va identificar el
receptor de rianodina (RyR) del reticle sarcoplasmatic (RS), tant en ratolins com en
humans, segons els resultats obtinguts per tecniques independents com ELISA,
immunofluorescéncia i protedmica diferencial. Es va comprovar que la glicacié del
RyR té conseqliencies funcionals sobre el maneig de calci per part de I'RS, que
consisteixen en un augment de la fuga espontania de calci des del RyR. Com que
I’'RS forma unitats anatomiques i funcionals amb els mitocondris circumdants, amb
els quals intercanvia calci i ATP de manera bidireccional, hem investigat I'impacte
d’aquesta fuga de calci des de I'RS sobre la funcid i la integritat dels mitocondris.
Els nostres resultats indiguen que durant I'envelliment els mitocondris cardiacs
presenten precipitats de calci en la matriu, una observacié que es va corroborar
tant en ratolins com en humans. Aquest excés de calci precipitat té efectes
perjudicials sobre la funcid mitocondrial, que s’ha detectat com una reduccié de la
seva capacitat aerobica maxima i una disminucié en el nombre de mitocondris

funcionals en el cor dels ratolins i humans d’edat avancada.

Finalment, per establir la relacié causa-efecte entre la glicacid intracel-lular
dependent de lI’'edat, el maneig alterat de calci i la disfuncié mitocondrial, vam
exposar cronicament els cardiomiocits HL-1 en cultiu a condicions que simulaven
I’envelliment, és a dir, inhibicié de la Glo-1 i excés de metilglioxal. Els cardiomiocits
HL-1 exposats a aquestes condicions van desenvolupar un augment d’AGEs
intracel-lulars en 3 dies. Tal com haviem observat en cardiomiocits intactes de
ratolins vells, el RyR va ser diana de dany glicatiu en les cél-lules HL-1. La glicacié
del RyR va recapitular les alteracions de l'intercanvi de calci entre I'RS i els

mitocondris presents en el cor vell.

3. Rellevancia i possibles implicacions futures

Quina és la rellevancia de l'estudi?

e Les nostres dades demostren per primera vegada una deficiéncia en el sistema
de detoxificacié dels compostos dicarbonilics al cor com un distintiu comu
d’envelliment, ja que esta present tant en ratolins vells com en pacients grans. La

reduccid de l'activitat de Glo-1 s’havia associat previament a la gravetat de



I'ateroesclerosi, la cardiomiopatia diabetica i la malaltia coronaria, i ara aportem

evidéncies sobre la seva contribucié a la fisiopatologia de I'envelliment cardiac.

e Hem identificat el RyR com una diana important de dany glicatiu en els
cardiomiocits envellits; la glicacié del RyR altera el maneig de calci per part de
I'RS. L'adequada funcid del RyR és essencial per mantenir |'activitat contractil i
I’'homeostasi del calci en el cor; les alteracions en la cinéetica d’alliberament de calci
per part de I'RS han estat previament associades a la disfuncié contractil de la
insuficiencia cardiaca i a la mort cel-lular durant la isquemia-reperfusié miocardiaca.
Els nostres resultats indiquen que el dany glicatiu endogen del RyR pot participar
en I'augment de I'extensié de la necrosi durant l'infart de miocardi i en una
susceptibilitat més gran a desenvolupar insuficiencia cardiaca consistentment

observats en els pacients d’edat avancada.

e Com que el calci mitocondrial és fonamental per ajustar de manera dinamica la
demanda amb l'aportacié energética i com que depén directament de la
transferéncia de calci des de I'RS, els nostres resultats indiquen que la glicacié del
RyR pot ser una causa del desacoblament en la comunicacié RS-mitocondris durant
I’envelliment i del dany mitocondrial que es produeix com a conseqiiéncia d’aixo. El
cor és I'organ amb més dependencia de la capacitat aerobica mitocondrial. Per
tant, el dany mitocondrial secundari a la sobrecarrega de calci no només pot
participar en una pitjor resposta a la isquémia-reperfusid, sind que pot trobar-se a

la base d’una tolerancia més baixa a lI'exercici i I’estrés del cor envellit.

Quines son les possibles implicacions cliniques?

e Els nostres resultats han identificat un mecanisme fisiopatologic previament
desconegut implicat en I'envelliment cardiac que pot afavorir la transicidé d’un
cardiomiocit sa cap a un cardiomiocit insuficient i augmentar-ne la vulnerabilitat a

la isquémia-reperfusié miocardiaca.

e Proposem la prevencié de la generaciéo de compostos dicarbonilics, I'estimulacio
de la seva detoxificacid o la reduccid de les conseqiencies funcionals de la glicacié
del RyR com a possibles estratégies dirigides a millorar la funcié mitocondrial en

els cardiomiocits envellits.



En conjunt, aquests resultats obren un nou camp de recerca per identificar les
millors aproximacions terapeutiques capaces de prevenir la glicacié intracel-lular en
els cardiomiocits (i possiblement altres tipus cel-lulars) durant I'envelliment o
reduir les seves conseqlieéncies funcionals en alguns contextos patologics, com el

dany per isquémia-reperfusio.
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