ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

UNIVERSIDAD FRANCISCO DE VITORIA

TESIS DOCTORAL

MECANISMOS PROTECTORES DE LA ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR: REGULACION DE
MARCADORES INFLAMATORIOS CARDIACOS Y
PREVENCION DE LA DISFUNCION ENDOTELIAL
ASOCIADA AL ENVEJECIMIENTO

IGNACIO HERNANDEZ NAVARRO

DIRECTOR

DR. CARLOS ZARAGOZA SANCHEZ

DOCTORADO EN BIOTECNOLOGIA, MEDICINA Y CIENCIAS BIOSANITARIAS

Pozuelo de Alarcon, 2024






AUTORIZACION DEL DIRECTOR PARA LA PRESENTACION DE LA TESIS
DOCTORAL

D. Carlos Zaragoza Sanchez, Profesor Titular de la Facultad de Medicina de la
Universidad Francisco de Vitoria y Doctor en Genética por Universidad Complutense de

Madrid, como director

AUTORIZA

El depdsito, presentacion y defensa de la presente tesis doctoral titulada
“MECANISMOS PROTECTORES DE LA ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR:
REGULACION DE MARCADORES INFLAMATORIOS CARDIACOS Y PREVENCION
DE LA DISFUNCION ENDOTELIAL ASOCIADA AL ENVEJECIMIENTO’ realizada por

el doctorando D. Ignacio Hernandez Navarro.

En Madrid, a 5 de Julio de 2024

Fdo: Dr. Prof. Carlos Zaragoza Sanchez

ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORAL.
DOCTORADO EN BIOTECNOLOGIA, MEDICINA Y CIENCIAS BIOSANITARIAS
UNIVERSIDAD FRANCISCO DE VITORIA






De acuerdo con el informe correspondiente autorizado por el director de tesis y
cumpliendo con la normativa aprobada por el Organo Responsable del Programa de
Doctorado, esta tesis doctoral se presenta en formato tradicional. El trabajo esta basado
en el articulo cientifico publicado el 12 de marzo de 2021 en la revista International
Journal of Molecular Sciences (MDPI), con el titulo:

- Hernandez, 1., Tesoro, L., Ramirez-Carracedo, R., Diez-Mata, J., Sanchez, S.,
Saura, M., Zamorano, J. L., Zaragoza, C., & Botana, L. (2021). Ivabradine
Induces Cardiac Protection against Myocardial Infarction by Preventing
Cyclophilin-A  Secretion in Pigs under Coronary Ischemia/Reperfusion.
International ~ Journal — of  Molecular  Sciences, 22(6), 2902.
https://doi.org/10.3390/1JMS22062902






“Juego, luego soy: el estilo de jugar es un modo de ser, que
revela el perfil propio de cada comunidad y afirma su derecho a
la diferencia. Dime como juegas y te diré quién eres”

Eduardo Galeano

El Futbol a Sol y Sombra (1995)






AGRADECIMIENTOS




10



Quien me conoce sabe que soy una persona que se comunica mejor a través de gestos
que con las propias palabras. Sin embargo, hay un cualidad que, aparentemente
absurda, para mi es una valiosa herramienta para poder expresarme: soy capaz de
asociar cualquier tema o tépico al futbol, una de las pasiones de mi vida. Si me lo

permiten, me tomaré la licencia de demostrarlo en los siguientes parrafos.

En primer lugar, gracias, Dr. Carlos Zaragoza, mil millones de gracias por darme la
oportunidad de entrar en tu equipo sin dudarlo siquiera, desde el primer intercambio de
mensajes en aquel noviembre de 2016. Gracias, mister, por prestarme mil y una veces
tu apoyo, por saber siempre sacar lo mejor de mi, dejarme jugar con los grandes, contar
con tu palmada en la espalda cuando fallaba y ayudarme a seguir peleando, por confiar
en mi cuando ha habido un problema (ojala hubiesen sido pocas veces) y por seguir
poniéndome de titular para demostrar de lo que soy capaz. Mister, aunque este titulo es

de todos, tu eres uno de los grandes responsables de haberlo conseguido.

Tampoco puedo olvidar otro pilar clave en este trabajo: gracias a la Dr. Marta Saura, por
todas las posibilidades y opciones que me has ofrecido durante el desarrollo de este
largo viaje, por todos los consejos que me has dado para hacerme mejor persona y, por
supuesto, mejor investigador, siempre dandome instrucciones desde la banda para que

pueda llegar a ser un verdadero profesional. Has sido una gran referente para mi, Marta.

A Javi, mi central: duro, robusto, un poco grandote para mi gusto, pero, sobre todo,
amigo, y hermano. Siempre guardandome la espalda. Siempre que he fallado un pase,
me has levantado del suelo y: “jdéjate de tonterias!”. jMenudo defensa central! Siempre
animandome desde que nos conocimos aquella primera vez en el pasillo del laboratorio

y entramos en este equipazo. Por todo eso y mucho mas, gracias, mi 4.

A Rafa, mi mediocampista: jugén, versatil, todo lo que haces te salen bien. Perezoso a
la hora de correr por la mafana a primera hora del entrenamiento, pero siempre ahi,
dandome cualquier pase y haciéndome mejor investigador. Ha sido muy facil jugar a tu

lado. Gracias, amigo, gracias por ser como eres, gracias, mi dorsal 8.

A Laura, killer: no fallas ni un solo gol. Gracias por ensefarme una cosa: “No perdones,
muerde”. Desde que estas en el equipo todo ha mejorado. Siempre echandome la
bronca, pero sabiendo que lo hacias por mi, porque necesitaba tus palabras para
madurar y mejorar, por lo que estaré agradecido el resto de mi vida. Entenderas lo

siguiente: hemos conseguido “el gol de todos”. Gracias, amiga, mi 9.

11



A Laura Botana: la pausa, la tranquilidad, saber guardar el resultado. Gracias por
ensefiarme a mantener la calma cuando mas la necesitaba. Gracias por recordarme
siempre cual es mi posicion en el campo cuando me despistaba. Me has ensefiado

donde tengo que estar en el momento exacto. Por todo, gracias, mi numero 6.

A Bea, Nunzio y Claudia, la nueva generacion: juveniles que suben al primer equipo.
Gracias a los tres por hacerme sentir joven, por darme esa energia cuando mas me
fallaba, cuando no podia correr mas y vosotros lo hacias por mi. A pesar de que os
parezca un abuelo, quiero agradeceros las cosas que habéis hecho por mi. Ojala os
haya podido ensefar algo de esta profesion, siempre ha sido una de mis prioridades.

Mil gracias, mis cachorros.

A Maria, Alberto y Sandra, me gustaria compartir también esto con vosotros. Vuestra
disponibilidad siempre ha sido cercana, siempre me he sentido parte del equipo
alcalaino. A Elena, por todas la veces que me has aguantado pidiéndote el balén, qué

paciencia.

Al servicio de Cirugia Experimental del IdiPaz, en Madrid, dirigido por una de las mejores
entrenadoras que he podido conocer. Mil gracias, Carlota, por todo tu apoyo, por
brindarme siempre libertad para mejorar como investigador e inculcarme el respeto por
el bienestar animal. Dar gracias a Isa, Mar y Sonsoles por vuestra hospitalidad siempre

qgue nos presentabamos alli.

Por otro lado, este titulo siempre ha tenido una aficion que nunca ha dejado de cantar
por mi: Ml FAMILIA.

Gracias a mis padres, Patri e Isa, por ir a verme a cada uno de los partidos que he tenido
que jugar durante toda mi vida. Siempre habéis estado en el otro lado de la valla. Nunca
me habéis dejado solo; si me lesionaba, ahi para curarme, si perdia, mi apoyo y mi
fuerza. Me habéis ensefiado a ser quien soy hoy y a lo que aspiro a ser manana: una
buena persona. Ojala os devuelva todo el carifio que me habéis regalado siempre,
nunca me habéis fallado, soy la persona mas afortunada del mundo. A mi hermano,
Marcos, por ensefiarme a ser un picaro, a diferenciar lo bueno y lo no tan bueno, por
cuidarme, mi hincha favorito, nunca dejaste de ser el hermano mayor y asi me lo has

demostrado.

12



Por ultimo, pero no menos importante, a Marta, mi hooligan: llegaste justo al inicio de
este largo partido y, desde aquel momento, no has fallado ni una. Con toda tu energia
contagiosa, que no es poca, me has llevado de la mano al destino. Gracias por vivirlo
conmigo y con los miles de animales (seres queridos) que tenemos. Y, por descontado,

con todo lo nuevo que llegara.
Se que me dejo a mucha gente sin nombrar, que ha participado en menor o mayor

medida en este gran campeonato. A todas aquellas que lo han hecho, me encantaria

compartirlo también con todos vosotros.

13



14



indice

INDICE

15



indice

16



indice

GLORARIOS DE ABREVIATURAS. ... re s e s r e s eens 23
RESUMEN. ... r s s s s s s s s s n s s e n s s s nnannnns 29
SUMMARY ... s sr s s s s s s n s s s n s s s an s rananrnnnnnnrnns 35
INTRODUGCCION.........uiiiiitiiieittieeeetaeeeeea e e e eeaaeseesann s e eaannseersnnnseeens 41
BLOQUE |. BASES GENERALES DE LA INFLAMACION .............. 44
1.1. Inflamacion: ;Qué es y por qué sucede?........ccccceeeeiriiiiiiiiinnnnes 44
1.2. Base molecular de la respuesta inflamatoria.......................... 45
1.3. Principales componentes de la respuesta inflamatoria............. 45
1.4. Dianas moleculares conocidas con aplicacién clinica............... 46
BLOQUE II. INFLAMACION Y SINDROME CORONARIO................ 47
2.1 Sindrome coronario. Manifestacion clinica y clasificacion......... 47

2.1.1. Sindrome coronario agudo con elevacién del segmento ST

(SCACEST) wviviviiiiiiieiecieeeeee e TP 48
2.1.2. Sindrome coronario agudo sin elevacion del segmento ST
(SCASEST ).ttt 48
2.1.3. Shock cardiogéniCo ..........c.covvieiniiieinnnn. T 49
2.1.4. Angina microvascular: Sindrome de disfuncion
MICrOVAaSCUlar. ... ..o TP 49
2.2 Respuesta inflamatoria frente al sindrome coronario ................ 49

2.2.1. Papel de los receptores TLR en respuesta a la isquemia 52
2.2.2. Cascada de sefalizacion inflamatoria. Efecto sobre la
matriz extracelular. Principales dianas moleculares......... 52
2.2.3. EMMPRIN, su ligando Ciclofilina Ay las metaloproteinasas
de matriz extracelular en la degradacion de la matriz del
miocardio frente a laisquemia...................coo 52
2.2.4. Ciclofilina Ay EMMPRIN como diana terapéutica frente al

infarto agudo de miocardio. Caso Practico.................... 54

17



indice

BLOQUE lIIl: INFLAMACION Y ATEROSCLEROSIS............ccevvunnnne 56
3.1. Aterosclerosis y su manifestacion clinica.................c.....oonae. 57
3.1.1. Etiologia y fases de la formacion de la placa de ateroma.
Inflamacion sistémica............cooi i 57
3.2. Elendoteliovascular.............cooooiiii i 58
3.2.1. Funcion del endotelio vascular................ococooiiiiiiinne, 60
3.2.2. Papel del 6xido nitrico en el tono vascular..................... 61
3.2.3. Disfuncion endotelial...............cooooiiiiii i, 64
3.2.4. Desacoplamientode laeNOS..................coiiiin, 64
3.3. Senescencia y aterosclerosis asociada a la edad....................... 66

3.3.1. Respuesta inflamatoria asociada a la senescencia. Papel
del complejo Ciclofilina/EMMPRIN en la respuesta senescente..67

BLOQUE IV. NUEVAS DIANAS MOLECULARES ASOCIADAS A LA
SENESCENCIA ENDOTELIAL PARA EL TRATAMIENTO DE LA

ATEROSCLEROSIS........coiiiieiirrrr e e r s e e e e 68
4.1. Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia (SASP)............ 68
4.2. CAP-1: un nuevo componente hallado en las EVs asociados a la
=0 = To P 70
4.3. Papel del complejo PCSK9/CAP1 en el reciclado de los
receptores para LDL en el higado..............ccoooiiiiiiiiinn . 70
HIPOTESIS Y OBJETIVOS......cuuiiiiiiiitiieeeiteeeeeaneeesranneseersnnesesssnnnns 74
MATERIALES Y METODOS ......uuiiiiiiiiiiiiienieeeesneeeersnnsesrsnnssersnnnssenns 80
1. REACHIVOS ..., 82
2. Modelo de animales de infarto agudo de miocardio y aterosclerosis83

o 0 &~ w

2.1.  Modelo porcino de infarto agudo de miocardio................. 83
2.2.  Modelo murino de aterosclerosis..............cc.covviiiiiiinnn. 84
Valoracion de la funcion cardiaca mediante ecocardiografia .......... 85
Cultivos celulares. ... ..o 86
Ensayo de senescencia -galactosidasa....................c.ooo 86
Toma, procesado y analisis histolégico de muestras..................... 87

18



indice

6.1. Valoracion del Infarto Agudo de Miocardio (IAM) mediante

tincion Evans Blue.............oooiiiiii i 87
6.2. Extraccion de sangre y aislamiento de plasma................. 88
6.3. Aislamiento de vesiculas extracelulares ........................ 88
6.4. Histologiay tincion OilRed O ... 88
6.5. Inmunohistoquimica ............cooiiiiiiii 89
6.6. Inmunofluorescencia ...........c.cooiiiiiiiiiiii 90
7. Analisis de las proteinas del estudio ..., 90
7.1.  Obtencion, cuantificacion y analisis de proteina............... 90
7.2. Deteccion de proteinas Western Blot (Inmunoblot)........... 91
7.3.  InmunoprecipitaCion ...........ccooiiiiii i 92
7.4. Analisis protedmico de las vesiculas extracelulares ......... 92
8. Cuantificacion de cofactores mediante ELISA ... 92
9. Estudio de la expresion de acidos nucleicos ...l 93
9.1. Aislamiento de ARN Y PCR-RT ..., 93
9.2. Silenciamiento de CAP1en HAECy CAEC ................... 93
9.3. Transfeccién del plasmido CAP1 en HAEC y CAEC ........ 93
10.Estudio HUMANO.......oooi 94
11.Analisis estadistiCo...........ooi i 94
RESULTADOS. .....oiiiiiiiiiiiererera s s s s s s s s s s s s s s e s s s s s s nnnannnnns 97

BLOQUE | y Il. BASES GENERALES DE LA INFLAMACION Y

SINDROME CORONARIO...........ciiiiitieieirinieeerrteseeesneeersnneeeens 99
1. La Ivabradina induce cardioproteccién en un modelo porcino de
Isquemia/Reperfusion miocardica.............cccooviiiiiiiiiiii, 101
2. La lvabradina aumenta la expresion de Ciclofilina A en los corazones
de cerdos tras la Isquemia/Reperfusion....................coooiiinn. 101
3. La lvabradina reduce los niveles de Ciclofilina A en el plasma de los
animales tras la Isquemia/Reperfusion miocardica...................... 102
4. La lvabradina promueve el complejo entre Ciclofilina A y las formas
bajamente glicosiladas de EMMPRIN (LG-EMMPRIN)............... 103
5. La Ivabradina reduce la secrecion de Ciclofilina A en células
(072 o =T~ 104

19



indice

6. La lvabradina disminuye la degradacién lisosomal del CyPA en células
(07= | o [ = o7 - J P 106

BLOQUE lIl. INFLAMACION Y ATEROSCLEROSIS.........ccccceeeeeeee 109
1. Los cultivos celulares de endotelio vascular de Aorta y arteria coronaria

son utilizados como modelo denominado de senescencia replicativa.

2. La ausencia de Oxido Nitrico (NO) endotelial se asocia con la
Disfuncién Endotelial asociado a la Senescencia Endotelial.......... 110
3. La Senescencia Endotelial induce el desacoplamiento de la eNOS en
HAEC y CAEC. ... e, 112
4. Los radicales Superoxido y Peroxinitrito se ven incrementados durante
la  Disfuncion  Endotelial asociada a la  Senescencia
Endotelial...... ... 114
5. La Senescencia Endotelial induce la expresién de marcadores de

inflamacion en las células senescentes.........cccoieiiieiiiiiiaaann, 116

BLOQUE IV. NUEVAS DIANAS MOLECULARES ASOCIADAS A LA
SENESCENCIA ENDOTELIAL PARA EL TRATAMIENTO DE
ATEROSCLEROSIS........coiiiiiiiiiirrre v v v s s s s s e s e e e e e e 122
1. Los ratones ApoE’ afosos promueven el desarrollo de la

AteroSClErOSIS. ... 122
2. Las EVs aisladas de ratones ApoE~ afiosos inducen SE en HAEC y

3. Las EVs circulantes de ratones ateroscleréticos muestran una firma
protedmica asociada al envejecimiento y al metabolismo lipidico...124
4. CAP1 esta asociada a la Senescencia Endotelial en aterosclerosis 127
5. CAP1 promueve la Senescencia Endotelial en HAEC y CAEC...... 129
6. Las EVs aisladas de ApoE”’ que contienen CAP1 promueven la
aterosclerosis y la Senescencia Endotelial en Aorta de ratones Wild

7~ Las EVs de ratones aterosclerdticos promueven la formacion de
depdsitos de calcio en Ratones ApOE ™" ............cccoviviiiiiiinian... 133

20



indice
8. CAP1 esta diferencialmente expresada en endarterectomias

carotideas humanas de pacientes Jévenes vs Ancianos............. 134

DISCUSION.......coiiiiiiieiiceee e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaanaaaeeeeeeeeeaaeeeeeeeennnnnnnns 138

BLOQUE | y Il. BASES GENERALES DE LA INFLAMACION Y
SINDROME CORONARIO ........cceeieeeiieieeeeeeeceeeeeneneeee e e e e e 140

BLOQUE lil. INFLAMACION Y ATEROSCLEROSIS...................... 143

BLOQUE IV. NUEVAS DIANAS MOLECULARES ASOCIADAS A LA
SENESCENCIA ENDOTELIAL PARA EL TRATAMIENTO DE

ATEROSCLEROSIS........coiiiiriirrer e s e s e e ene 146
CONCLUSIONES. ... e s s s s s s s s s s s e na s e e anrannes 150
BIBLIOGRAFIA. ......cootuiiiiitie et e e e s e e e e e e raa s e e eaa s e eeresaes 157
3 | TP 183

Articulos cientificos como primer autor..............c.ooiiiiiiiiiiiii, 185

Produccion cientifico durante la presente tesis doctoral................... 187

21



indice

22



Abreviaturas

GLOSARIO DE ABREVIATURAS

23



Abreviaturas

24



Abreviaturas

3-NT: 3-Nitrotirosina

ACV: Accidente Cerebrovascular

AIM2: Ausencia en Melanoma tipo 2 (Abstent in Melanoma 2)

AINEs: Antiinflamatorios No Esteroides

ApoE: Apolipoproteina E

CAEC: Células Endoteliales de arteria Coronaria Humana

cAMP: Adenosin Monofosfato Ciclico

CAP1: Proteina Asociada a Ciclasa 1 (Ciclase Associated Protein-1)

Cav3: Caveolina 3

CCR2: Recetor de quimioquinas C-C tipo 2 (C-C chemokine receptor type 2)
CD14: Cluster de Diferenciacion 14

CE: Células Endoteliales

ClI: Cardiopatia Isquémica

COX: Ciclooxigenasa

CRP: Proteina C Reactiva (C Reactive Protein)

CyPA: Ciclofilina A

DA: Descendiente Anterior

DAMPS: Receptores de Reconocimiento de Patrones Asociados a Dano (Damage-
associated molecular pattern molecules)

DE: Disfuncién Endotelial

DHFR: Dihidrofolato Reductasa

DMSO: Dimetil Sulféxido

ECG: Electrocardiograma

ECV: Enfermedades Cardiovasculares

ECVA: Enfermedad Cardiovascular Aterosclerética

EDRF: Factor Relajante Derivado del Endotelio (Endothelium-derived Relaxing Factor)
EEAA1: Proteina 1 asociada a endosoma temprana (Early Endosome-Associated
protein 1)

EMMPRIN: Inductor de las Metaloproteinasas de Matriz Extracelular (Extracellular
matrix metalloproteinase inducer)

eNOS: Oxido Nitrico Sintasa Endotelial

EO: Estrés Oxidativo

ESC: Sociedad Europea de Cardiologia (Society European Cardiology)

EVs: Vesiculas Extracelulares (Vesicles Extracellular)

FC: Frecuencia Cardiaca

FEVI: Fracciéon de Eyeccion Ventricular 1zquierda

FRCV: Factores de Riesgo Cardiovasculares

25



Abreviaturas

FRDE: Factor Relajante Derivado del Endotelio

FS: Fraccion de Acortamiento (Fractional Shortening)

GC: Gasto Cardiaco

GCs: Guanilato Ciclasa Soluble

GMPc: Guanosin Monofosfato Ciclico

GTPCH I: Guanosin Trisfosfato-Ciclohidrolasa |

HAEC: Células Endoteliales de arteria Aorta Humana

HCN4: Canal de Nucleétidos Ciclicos activados por Hiperpolarizacion 4
(Hyperpolarization Activated Cyclic Nucleotide Gated Potassium Channel 4)
HSP90: Proteina de Choque Térmico 90 (Heat Shock Protein 90)

IAM: Infarto Agudo de Miocardio

IC: Insuficiencia Cardiaca

ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular 1 (Intracellular Adhesion Molecule-1)
IFRB: Interferon-f

IL-1: Interleucina-1

IL-10: Interleucina-10

IL-6: Interleucina-6

ILK: Quinasa Ligada a Integrinas (Integrin Linked Quinase)

iNOS: Oxido Nitrico Sintasa Inducible

IVS: Intraventricular Telediastdlico

IVUS: Ultrasonido Intravascular (Intravascular Ultrasound)

KLF2: Factor 2 tipo Kruppel (Kruppel Like Factor 2)

LDL: Lipoproteinas de baja densidad (Low Density Lipoprotein)

LDLc: LDL circulante

LDLox: LDL oxidado

LDLr: Receptor de LDL

LVID: Diametro Interno del Ventriculo Izquierdo al final de la Diastole y la Sistole
LVPW: Grosor de |la Pared Posterior del Ventriculo Izquierdo en Telediastole y
Telesistole

MEC: Matriz Extracelular

MMPs: Metaloproteinasa de Matriz Extracelular

MVs: Microvesiculas

NF-kappa-B: Factor Nuclear kappa B (Nuclear Factor kappa B)

NOX: NADPH Oxidasa

PAMPS: Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (Pathogen-associated
molecular patterns)

PCSK9: Proproteina Convertasa Subtilisina/Kexina Tipo 9

26



Abreviaturas

PECAM-1: Molécula-1 de adhesion Celular (Platelet Endothelial Cell adhesion
Molecule-1)

PFA: Paraformaldehido

PGI2: Prostaciclina 2

PKG: Proteina Kinasa dependiente de GMPc

PRRs: Receptores de Reconocimiento de Patrones (Pattern Recognition Receptors)
RIG-I: receptores semejantes al gen inducible de acido retinoico (Retinoic Acid-
Inducible Gene-I-like receptors)

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxygen Species)

SASP: Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia (Senescence-Associated
Secretory Phenotype)

SC: Shock Cardiogénico

SCA: Sindrome Coronario Agudo

SCACEST: Sindrome Coronario Agudo Con Elevaciéon del Segmente ST

SCASEST: Sindrome Coronario Agudo Sin Elevacion del Segmente ST

SE: Senescencia Endotelial

SNARE: Receptores de Proteinas de Fijacion Soluble de NSF (Soluble NSF
Attachment Protein) REceptor)

TLR: receptores tipo TOLL (Toll Like Receptor)

TLR4: receptor tipo Toll 4 (Toll Like Receptor 4)

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral alfa (Tumoral Necrosis Factor alfa)

TTC: Cloruro de Trifeniltetrazolio

VAMP1: Proteina de Membrana Asociada a Vesicula 1 (Vesicle Associated Membrane
Protein 1)

VCAM-1: Molécula-1 de adhesion celular vascular (Vascular Cell Adhesion Molecule-
1)

VEGF: Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (Vascular Endothelial Growth Factor)
VI: Ventriculo lzquierdo

VILs: Vesiculas Intraluminales

VSMCs: Células del Musculo Liso Vascular (Vascular Smooth Muscle Cells)

27



Abreviaturas

28



Resumen

RESUMEN

29



Resumen

30



Resumen

La inflamacién es una respuesta bioldgica del sistema inmunolégico desencadenada
por patdégenos o insultos fisiopatoldgicos, con el objetivo de reparar los tejidos
afectados, aunque de no resolverse adecuadamente, puede contribuir al desarrollo de
complicaciones, entre las que incluimos la aterosclerosis o el infarto agudo de miocardio.
Como ejemplo clave para el desarrollo de la presente tesis, y enmarcado en el Primer
Bloque del trabajo, en respuesta a la necrosis miocardica se desata una respuesta
inflamatoria que desemboca en un proceso de remodelado cardiaco cuya severidad
podra condicionar la vida del paciente como veremos con posterioridad. Este escenario
inflamatorio provoca cambios bioquimicos y morfoldgicos destinados a mantener niveles
adecuados de perfusion tisular, que de no resolverse a tiempo pueden conducir al
desarrollo de complicaciones mas severas como shock cardiogénico. De entre todos los
factores implicados, en este trabajo describimos el papel que desempefia EMMPRIN
(Extracellular Matrix MetalloPRoteinase INducer), proteina cuya expresion se dispara
durante la respuesta inflamatoria tras la isquemia, activador de Metaloproteinasas de
Matriz Extracelular (MMPs) y, por tanto, favorece la degradacién de la matriz miocéardica.
A este respecto, consideramos clave en el desarrollo de la presente tesis doctoral, la
presencia de otro de los factores pro-inflamatorios clave en el sistema cardiovascular
como es la denominada Ciclofilina A (CyPA), habiendo esta sido descrita como el
ligando natural de EMMPRIN, lo que dota si cabe aun mas, de novedoso nuestro trabajo,
al ser este un importante complejo poco explorado en el contexto de la fisiopatologia
cardiovascular. Nosotros proponemos que el complejo CyPA/EMMPRIN es uno de los
mecanismos clave durante la necrosis miocardica que se desencadena en respuesta a
la isquemia. A este respecto, y gracias a investigaciones previas de nuestro laboratorio,
quisimos testar la eficacia de un farmaco inicialmente disefiado como agente
bradicardizante como es la Ivabradina. En un modelo de shock cardiogénico evaluamos
la capacidad del farmaco como agente cardioprotector, basandonos en su capacidad
bradicardizante. De hecho, la Ivabradina fue disefiada inicialmente como farmaco
bradicardizante por antagonizar con HCN4, canal de sodio y principal elemento de la
corriente marcapasos If, promoviendo de esta manera un cronotropismo negativo y
reduciendo asi la frecuencia cardiaca. Sin embargo, los hallazgos obtenidos nos
indujeron a considerar que, ademas de su contribucion bradicardizante, la Ivabradina
podria tener propiedades adicionales en la cardioproteccion. Asi pudimos comprobar
que ademas la lvabradina es capaz de inhibir la secrecion de CyPA en el modelo porcino
de isquemia/reperfusion cardiaca y, por tanto, la unién a EMMPRIN, lo que previene de
la degradacion de la matriz extracelular y por ende la necrosis miocardica. Gracias a
nuestra investigacion, por tanto, aportamos por vez primera una nueva funcionalidad de

la Ivabradina como agente cardioprotector frente al IAM, y, por ello reductor de la
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insuficiencia cardiaca aguda que surge tras la isquemia miocardica, proponiendo
ademas, al complejo CyPA/EMMPRIN como una nueva diana terapéutica en respuesta

a la inflamacion miocardica.

En el contexto de le enfermedad cardiovascular inflamatoria, el fendbmeno de la
Disfuncion Endotelial (DE), es una de las principales causas del envejecimiento vascular
asociado a la edad. La DE se define como la pérdida de la funcién vasorelajante
dependiente del endotelio, proceso que conlleva un incremento en la adhesion
monocitaria y agregacion plaquetaria en el vaso. Un endotelio proadherente y
proagregante es un endotelio disfuncional, primer paso para el desarrollo de
enfermedades cardiovaculares como la hipertension arterial y la aterosclerosis. Como
principal responsable de la DE cabe destacar el papel de la Sintasa de Oxido Nitrico
Endotelial (eNOS), por el cese de la produccion de Oxido Nitrico (NO), principal
vasorelajante y por tanto mantenedor del tono vascular. De entre los mecanismos por
los que eNOS es disfuncional, es clave su desacoplamiento del complejo con el enzima
Quinasa Ligada a Integrinas (ILK) y la Proteina de Choque Térmico 90 (Hsp90), proceso
tras el cual eNOS contribuye significativamente a la generacion de estrés oxidativo, al
producir en gran medida anién superodxido. Ademas, para una correcta funcionalidad,
eNOS ha de interaccionar con el cofactor Tetrahidrobiopterina (BH4), hasta tal punto
que, la no biodisponibilidad de BH4, y/o su oxidacién a BH2 impiden la produccién de
NO, a favor de la generaciéon de anién superoéxido, contribuyendo asi al incremento del
Estrés Oxidativo y por ende la DE. Nuestro trabajo ha evidenciado que el fenédmeno de
la Senescencia Endotelial (SE) surge asociada al Estrés Oxidativo en endotelio humano
arterial y coronario como hemos evidenciado en ensayos de SE replicativa en estos
tipos celulares, fendbmeno directamente asociado como hemos demostrado al
desacoplamiento de eNOS, generando mas Estrés Oxidativo, lo que supone la
oxidacion de BH4 y por ello, su no biodisponibilidad para la producciéon de NO a favor
de anién superoéxido, fendmeno que nuestro abordaje experimental ha demostrado la
activacion una vez mas de la cascada inflamatoria CyPA/EMMPRIN en el endotelio
senescente, con la consiguiente activacion de MMPs, y por tanto, la degradacion de la

matriz extracelular.

La SE es un fendmeno que se inicia con la detencién temprana del ciclo celular
endotelial y cursa en respuesta entre otros estimulos, al incremento sostenido de las
distintas formas de estrés oxidativo y nitrosativo en el tiempo, proceso por el cual, el
envejecimiento cronolégico, la senescencia y el disparo con la edad de determinadas

enfermedades cardiovasculares van de la mano. La SE desencadena el denominado
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Patron Secretor Asociado a la Senescencia (SASP), un fenotipo celular especifico que
induce la liberacion de Vesiculas Extracelulares (EVs, del inglés Extracellular Vesicles)
conteniendo proteinas y acidos nucleicos capaces de ejercer un efecto bioldgico,
fendmeno que sucede durante la progresion de una de las enfermedades de mayor
prevalencia como es la aterosclerosis. Mediante el uso de un modelo murino de
aterosclerosis, nosotros, hemos identificado una proteina asociada a las EVs de
animales envejecidos de elevado interés por ser clave como cofactor de PCSK9 en la
inhibicion del reciclado de receptores para LDL y por tanto con un papel decisivo en
aterosclerosis. La Proteina Asociada a Ciclasa 1 (CAP1), es importante recalcar su
presencia como integrante de EVs exclusivamente de ratones envejecidos
aterosclerdticos deficientes apara ApoE, habiendo demostrado su contribucién en SE
en endotelio coronario y aértico humano, en donde su silenciamiento retrasa el
fendmeno senescente, mientras que la sobrexpresién en células silenciadas restaura la
SE perdida en su ausencia. Mas aun, la administracion de EVs que contienen CAP1 en
ratones deficientes para ApoE jovenes, acelera de manera significativa el desarrollo de
la placa de ateroma, fendmeno independientemente de PCSK9, ya que su inhibicién

farmacologica no revierte el efecto prosenescente de CAP1.

Todo lo mencionado anteriormente nos permite concluir que la respuesta inflamatoria
es clave para el desarrollo y progresién de enfermedades como el infarto agudo de
miocardio y la aterosclerosis, en donde la CyPA puede ser considerada como una diana
molecular para, al menos la prevencion de los efectos deletéreos, como asi hemos
demostrado en el caso de la Ivabradina, cuyo efecto sobre CyPA es capaz de frenar el
desarrollo de la isquemia miocardica, asi como en el caso de la SE asociada al
fendmeno de DE, en donde CyPA/EMMPRIN vuelve a jugar un papel determinante en

el fendmeno asociado a la aterosclerosis.

Palabras Clave: Infarto Agudo de Miocardio (IAM), EMMPRIN, Ciclofilina A, CAP1,

Senescencia Endotelial, Aterosclerosis.
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Inflammation is a biological response of the immune system triggered by pathogens or
pathophysiological insults, with the aim of repairing the affected tissues, although if it
does not resolve adequately, it can contribute to the development of complications,
including atherosclerosis or acute myocardial infarction. As a key example for the
development of the present thesis, and framed in the First Block of the work, in response
to myocardial necrosis, an inflammatory response is unleashed that leads to a cardiac
remodeling process whose severity can condition the patient's life, as we will see later.
This inflammatory scenario causes biochemical and morphological changes intended to
maintain adequate levels of tissue perfusion, which, if not resolved in time, can lead to
more severe complications such as cardiogenic shock. Among all the factors involved,
in this work we describe the role played by EMMPRIN (Extracellular Matrix
MetalloPRoteinase INducer), a protein whose expression is triggered during the
inflammatory response after ischemia, an activator of Matrix Metalloproteinases (MMPs)
and, therefore, promotes myocardial matrix degradation. In this regard, we consider key
in the development of the present doctoral thesis, the presence of another key pro-
infammatory factor in the cardiovascular system, known as Cyclophilin A (CyPA), having
this been described as the natural ligand of EMMPRIN, which makes our work even more
novel, being this an important complex little explored in the context of cardiovascular
pathophysiology. We propose that the CyPA/EMMPRIN complex is one of the key
mechanisms during myocardial necrosis triggered in response to ischemia. In this
regard, and thanks to previous investigations from our laboratory, we wanted to test the
efficacy of a drug initially designed as a bradycardic agent, Ivabradine. In a model of
cardiogenic shock, we evaluated the drug's capacity as a cardioprotective agent, based
on its bradycardic capacity. In fact, lvabradine was initially designed as a bradycardic
drug by antagonizing HCN4, a sodium channel and main element of the If pacemaker
current, thereby promoting a negative chronotropism and thus reducing heart rate.
However, the findings obtained led us to consider that, in addition to its bradycardic
contribution, lvabradine could have additional properties in cardioprotection. We could
thus verify that Ivabradine is also capable of inhibiting the secretion of CyPA in the
porcine model of cardiac ischemia/reperfusion and, therefore, the binding to EMMPRIN,
which prevents the degradation of the extracellular matrix and thus myocardial necrosis.
Thanks to our research, therefore, we contribute for the first time a new functionality of
Ivabradine as a cardioprotective agent against AMI, and, therefore, as a reducer of acute
heart failure that arises after myocardial ischemia, also proposing the CyPA/EMMPRIN

complex as a new therapeutic target in response to myocardial inflammation.
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In the context of inflammatory cardiovascular disease, the phenomenon of Endothelial
Dysfunction (ED), is one of the main causes of age-associated vascular aging. ED is
defined as the loss of endothelium-dependent vasorelaxant function, a process that
leads to an increase in monocyte adhesion and platelet aggregation in the vessel. A pro-
adherent and pro-aggregant endothelium is a dysfunctional endothelium, the first step
for the development of cardiovascular diseases such as arterial hypertension and
atherosclerosis. As the main responsible for ED, it is important to highlight the role of
Endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS), due to the cessation of Nitric Oxide (NO)
production, the main vasorelaxant and therefore maintainer of vascular tone. Among the
mechanisms by which eNOS is dysfunctional, its uncoupling from the Integrin-Linked
Kinase (ILK) and Heat Shock Protein 90 (Hsp90) enzyme complex is key, a process after
which eNOS significantly contributes to the generation of oxidative stress, by producing
a large amount of superoxide anion. Additionally, for correct functionality, eNOS must
interact with the cofactor Tetrahydrobiopterin (BH4), to such an extent that the
unavailability of BH4, and/or its oxidation to BH2, prevent the production of NO, in favor
of superoxide anion generation, thus contributing to the increase of Oxidative Stress and
therefore ED. Our work has evidenced that the phenomenon of Endothelial Senescence
(ES) arises associated with Oxidative Stress in human arterial and coronary endothelium
as we have evidenced in replicative ES assays in these cell types, a phenomenon
directly associated as we have demonstrated to the uncoupling of eNOS, generating
more Oxidative Stress, which implies the oxidation of BH4 and therefore its unavailability
for NO production in favor of superoxide anion, a phenomenon that our experimental
approach has demonstrated once again activates the CyPA/EMMPRIN inflammatory
cascade in senescent endothelium, with the consequent activation of MMPs, and

therefore, the degradation of the extracellular matrix.

ES is a phenomenon that begins with the early arrest of the endothelial cell cycle and
occurs in response, among other stimuli, to the sustained increase of different forms of
oxidative and nitrosative stress over time, a process by which chronological aging,
senescence, and the onset of certain age-related cardiovascular diseases go hand in
hand. ES triggers the so-called Senescence-Associated Secretory Phenotype (SASP),
a specific cellular phenotype that induces the release of Extracellular Vesicles (EVs)
containing proteins and nucleic acids capable of exerting a biological effect, a
phenomenon that occurs during the progression of one of the most prevalent diseases,
atherosclerosis. Using a murine model of atherosclerosis, we have identified a protein
associated with EVs from aged animals of great interest for being key as a cofactor of

PCSK® in inhibiting the recycling of LDL receptors and therefore with a decisive role in
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atherosclerosis. The Cyclase-Associated Protein 1 (CAP1), is important to emphasize
its presence as an EV component exclusively from aged atherosclerotic ApoE-deficient
mice, having demonstrated its contribution in ES in human coronary and aortic
endothelium, where its silencing delays the senescent phenomenon, while
overexpression in silenced cells restores the lost ES in its absence. Moreover, the
administration of EVs containing CAP1 to young ApoE-deficient mice significantly
accelerates the development of the atheroma plaque, a phenomenon independent of
PCSK9, as its pharmacological inhibition does not reverse the pro-senescent effect of
CAP1.

All the aforementioned allows us to conclude that the inflammatory response is key to
the development and progression of diseases such as acute myocardial infarction and
atherosclerosis, where CyPA can be considered a molecular target for at least
preventing the deleterious effects, as we have demonstrated in the case of lvabradine,
whose effect on CyPA is capable of halting the development of myocardial ischemia, as
well as in the case of SE associated with the phenomenon of ED, where
CyPA/EMMPRIN once again plays a determinant role in the phenomenon associated

with atherosclerosis.

Keywords: Acute: Myocardial Infarction (AMI), EMMPRIN, Cyclophilin A, CAP1,

Endothelial Senescence, Atherosclerosis.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), aquellas que abarcan trastornos del
corazon y del sistema vascular, representan hoy en dia un desafio multifactorial para la
salud. A principios del siglo XX, las enfermedades infecciosas prevalecian como
principales causas de muerte, hasta que la investigacion biomédica y la farmacologia
cambiaron este escenario. Sin embargo, a lo largo del tiempo las ECV han ascendido al
primer puesto en términos de mortalidad. A pesar de ello, recientes avances en
tratamientos y diagnostico en la salud cardiovascular han logrado moderar este
incremento, lo que resalta la crucial importancia de la investigacion y el desarrollo en
este campo (Liberale et al., 2022; Flora et al., 2019; Tesoro et al., 2024; Saura et al.,
2022.; Rosselo et al., 2019.;.Fuster et al., 2012; Egido et al., 2011).

Las ECV son hoy en dia la principal causa de muerte en el mundo, en especial en los
paises desarrollados. Han ido desplazando a otro tipo de patologias, como las que se
asocian al aparato respiratorio o incluso por delante del cancer, hasta el punto de que
desde la Sociedad Europea de Cardiologia (ESC) se estima que, en el ano 2022, mas
de 17,9 millones de personas perdieron la vida por la ocurrencia de al menos un evento
cardiovascular, haciendo especialmente hincapié en que aproximadamente un tercio
afecta a las personas menores de 70 anos (ESC., 2022). Por lo tanto, la investigacion
cardiovascular desempena un papel crucial en nuestra sociedad, con el fin de disminuir
la carga de atencion médica, mejorar la calidad de vida de los pacientes, y en especial
reducir el envejecimiento prematuro para mantener una buena salud cardiovascular. De
todas las ECV, la cardiopatia isquémica (Cl) y el accidente cerebrovascular (ACV) son
las que tienen la mayor incidencia de mortalidad en todo el mundo. La ClI representa
aproximadamente el 12% de los fallecimientos atribuidos a ECV, mientras que el ACV
supone alrededor del 17%, teniendo ambas patologias un origen comun en la

inflamacion (Figura 1).
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Figura 1. Principales causas de fallecimiento en Europa en el afio 2023

43



Introduccion

Hoy en dia manejamos un nivel significativo de factores de riesgo cardiovascular
(FRCV), caracteristicas mensurables que aumentan las probabilidades de desarrollar
ECV. El riesgo cardiovascular se ve influenciado por la acumulacién de diferentes
efectos en cada individuo y pueden ser medidos o no segun su naturaleza. Existen
ciertos habitos como la obesidad, el tabaquismo o el sedentarismo, que afectan
directamente a la salud de la persona. Sin embargo, existen otros factores no
modificables, entre los que se encuentran el sexo, la raza, antecedentes familiares y en
especial relevancia en la presente tesis doctoral, la edad cronolégica del paciente
(Rysz et al., 2021; Nakamura et al., 2023). Aun asi, disponer de dianas moleculares con
capacidad diagnéstica y/o de progresion de la enfermedad, es una de las tareas de
mayor auge en especial en lo que se refiere a la inflamacion subyacente y, como hemos

mencionado, denominador comun de un numero significativo de ECVs.

BLOQUE I. BASES GENERALES DE LA INFLAMACION

1.1 INFLAMACION: ;QUE ES Y POR QUE SUCEDE?

La inflamacion es una respuesta compleja y multifacética del sistema inmunoldgico a
diversos estimulos nocivos, incluyendo patogenos, células dafiadas, compuestos
toxicos o procesos fisiopatoldgicos (Franceschi & Campisi., 2016). Esta respuesta
durante su fase aguda se activa con el objetivo de eliminar los agentes lesivos y facilitar
el inicio de la reparacion tisular. Sin embargo, su desregulacion puede conducir hacia
un proceso cronificado en el tiempo, efecto que subyace en la etiologia de un numero
elevado de complicaciones de diversa naturaleza, entre las que podemos destacar
numerosas enfermedades cronicas, tales como la artritis reumatoide (Brown et al.,
2024), distintos tipos de cancer (Korniluk et al., 2017), y en especial relevancia para esta
tesis doctoral, el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Sorriento & laccarino et
al., 2019; Christopher Glass & Witztum., 2001). A nivel molecular, la inflamacién sucede
y se caracteriza por una serie de eventos que incluyen cambios bioquimicos en la
permeabilidad vascular, que conllevan al reclutamiento y activacién leucocitarias, y la
liberacion de mediadores quimicos, incluyendo citoquinas y quimiocinas pro-
inflamatorias (Alfaddagh et al., 2020; Oronsky et al., 2022). Entender los mecanismos
subyacentes que promueven la respuesta inflamatoria, asi como caracterizar en
profundidad el mayor nimero de dianas moleculares de la misma y su regulacion, es
fundamental para crear estrategias terapéuticas que controlen las enfermedades

inflamatorias y optimicen los resultados clinicos.
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1.2 Base molecular de la respuesta inflamatoria.

Ya hemos mencionado que el proceso inflamatorio es clave de cara al comienzo de la
resolucion del problema al que nos enfrentamos y aunque vital para la defensa del
huésped contra infecciones y lesiones, también juega un papel clave en la patogénesis
de diversas enfermedades crénicas (Margina et al., 2020). Las células del sistema
inmunolégico innato, como los macréfagos y neutréfilos, junto con las del sistema
inmunolégico adaptativo, incluyendo linfocitos B y T, interactian con mediadores
inflamatorios, siendo clave las citoquinas y las proteinas de degradacion tisular.
Este proceso se inicia con el reconocimiento de patrones moleculares tanto asociados
a patégenos (PAMPs), como de dafo (DAMPs) a través de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) (Libby et al., 2007; Herwald & Egesten., 2016). Tras
su activacion, la sefalizacion resultante promueve la activacion de distintos tipos de
sefiales intracelulares que conllevan la expresion de genes proinflamatorios y la
produccion de mediadores inflamatorios. Estas moléculas no solo contribuyen a la
progresion de la enfermedad, sino que también participan en procesos como la
generacion de fibrosis, el remodelado tisular y la ocurrencia de estrés oxidativo. Por
todos estos motivos, llegar a intentar comprender en su mayor medida los mecanismos
que dan lugar al fendmeno inflamatorio, es esencial para poder desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas que permitan predecir la mayor o menor susceptibilidad al

desarrollo de la enfermedad a nivel subclinico.

1.3 Principales componentes de la respuesta inflamatoria.

El objetivo principal de la respuesta inflamatoria es simple a priori: poder ser capaces
de detectar y eliminar los factores que interfieren en la homeostasis. Una respuesta
inflamatoria tipica consta de cuatro componentes: los sensores de la inflamacién (Gong
et al.,, 2020), los inductores de la inflamacién (Cavaillon., 2018), los mediadores
inflamatorios (Abdulkhaleq et al., 2018) y los tejidos diana afectados (Hill et al., 2007).
En cuanto al tipo y grado de respuesta inflamatoria activada depende de la naturaleza
del desencadenante inflamatorio, siendo de distinto grado en funcién de si el disparo lo
induce un patdgeno bacteriano, viral, fungico, o por el contrario es un mecanismo
fisiopatoldgico, como la isquemia miocardica (Francisco & Del Re., 2023; Tesoro et al.,
2022) o el estrés oxidativo (Gambini & Stromsnes., 2022). Respecto a este ultimo, en
respuesta a un insulto inicial, se genera un aumento de secrecion de proteinas,
leucocitos polimorfonucleares (neutrdfilos) y en especial la secrecion de monocitos
circulantes (monocitos y macréfagos) en el tejido inflamado, constituyendo la primera
linea de defensa inmunitaria (Freire & van Dyke., 2013; Chen et al., 2018). A esta

primera infiltracién de neutrdfilos le sigue a continuacion una rapida respuesta de las
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células centinela preseleccionadas en los tejidos en el momento de la lesidn, incluidos
macrofagos y mastocitos (Austermann & Barczyk-Kahlert). El detalle especifico de la
senalizacién intracelular la comentaremos con mas precision en la seccion 2.2. de la
presente Tesis Doctoral. Tras un evento inflamatorio como en el caso de un infarto
agudo de miocardio, ocurren dos fases de infiltracion monocitaria. La primera fase es
impulsada por estimulos pro-inflamatorios originados en el tejido dafiado, lo que provoca
el reclutamiento y migracién de monocitos periféricos con un fenotipo pro-inflamatorio.
Estos monocitos, conocidos como monocitos clasicos o pro-inflamatorios, se
caracterizan por la expresion de marcadores especificos en su membrana, como el
cluster de diferenciacion 14 (CD14). Un marcador adicional de estos monocitos pro-
inflamatorios es el receptor de quimioquinas C-C tipo 2 (en inglés, CCR2). Estos
monocitos migran al tejido lesionado y se diferencian en macrofagos o células
dendriticas, amplificando la sefial inflamatoria. Su infiltracién permite la continua
liberacién del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), Oxido Nitrico (NO) y proteasas
desde el inicio. La segunda fase de infiltracion monocitaria es menos intensa y facilita el
cese de la inflamacioén, contribuyendo a la recuperacioén del tejido, de la que hablaremos

posteriormente mas detalle (Fioranelli et al., 2021; Tesoro et al., 2022).

1.4 Dianas moleculares inflamatorias conocidas con aplicacion clinica

Las dianas moleculares en la inflamacién clinica son consideradas pilares
fundamentales para la comprensién y el tratamiento de enfermedades inflamatorias
cronicas. Estas dianas incluyen una variedad de moléculas, desde citoquinas
proinflamatorias hasta receptores de superficie celular y factores de transcripcion,
claves en la regulacién de la respuesta inflamatoria (Margina et al., 2020). Valga como
ejemplo, el éxito conseguido bloqueando las citoquinas proinflamatorias como TNF-a
mediante terapias biolégicas, incluyendo el uso de farmacos como el infliximab,
etanercept, adalimumab, todos ellos anticuerpos contra la proteina, con éxito en el
tratamiento de la artritis reumatoide y otras enfermedades entre las que se incluyen la
colitis ulcerosa, la sarcoidosis, la enfermedad injerto contra huésped, la enfermedad de
Still del adulto, algunas vasculitis sistémicas, lupus eritematoso sistémico y la
enfermedad de Behge (Marshall., 2004). Asimismo, la modulacién de receptores de
superficie celular como los receptores tipo Toll (TLR, del inglés Toll Like Receptors)
(descritos mas adelante) ha emergido como una estrategia muy prometedora para
regular la respuesta inflamatoria en diversas patologias cardiacas, incluyendo el infarto
agudo de miocardio (Ramirez-Carracedo., 2020) y mas recientemente, el uso de
aptameros como el denominado ApTOLL contra TLR4 estan ofreciendo en ensayos

clinicos una ventana terapéutica muy prometedora contra el Ictus de origen isquémico
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(Hernandez-Jimenez et al., 2023). Ademas, la comprension en profundidad de los
factores de transcripcion, como el factor nuclear kappa B (NF-kB), factor de transcripcion
proinflamatorio por excelencia, ha abierto nuevas vias para intervenir en la cascada de
sefializacién inflamatoria (Liu et al., 2017). Sin embargo, y a pesar de los avances en la
investigacion, aun no se ha desarrollado un protocolo de actuacién que nos permita un
tratamiento eficaz para gestionar adecuadamente la respuesta inflamatoria (Liberale et
al., 2021; Cohen et al., 2021). En este contexto, la busqueda continua de nuevos
marcadores bioldgicos representa una oportunidad unica para mejorar la comprensién

y el manejo del paciente.
BLOQUE IIl. INFLAMACION Y SINDROME CORONARIO.

2.1 Sindrome coronario: Manifestacién clinica y clasificacion.

El suministro de oxigeno y nutrientes al corazon comienza en la raiz adrtica donde
surgen las arterias coronarias, que se dividiran en las dos ramas principales derecha e
izquierda. Estas arterias se ramifican en vasos mas pequefos, y en particular, la arteria
coronaria izquierda se desdobla a su vez en la coronaria descendente anterior (DA), que
suple a la cara anterolateral del corazén, y la coronaria circunfleja, que aporta sangre a
un pequefio tramo anterior, lateral y tramo posterior ventriculo izquierdo. La arteria DA
se ramifica en diagonales y septales, que se dirigen hacia la parte apical y septal
respectivamente del ventriculo izquierdo, proporcionando asi irrigacion sanguinea a la

mayor parte de este ventriculo (Nohria & Viera., 2024; Thiene et al., 2021) (Figura 2).
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Figura 2. Anatomia coronaria e Infarto Agudo de Miocardio (AMI)

Unas de las patologias inflamatorias de mayor prevalencia es el denominado Sindrome
Coronario Agudo (SCA). EI SCA se origina debido a la oclusién de la luz coronaria que
tiene lugar, de manera mas frecuente, como consecuencia de la ruptura o erosion de

una placa de ateroma vulnerable y/o la generacion de un trombo intracoronario tras la
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rotura dando lugar al fendmeno oclusivo, que tiene como consecuencia la interrupcion
total o parcial del flujo sanguineo, generando asi la necrosis miocardica (Krittanawong
et al., 2023). Las manifestaciones clinicas mas significativas del SCA incluyen como
comienzo el dolor toracico anginoso intenso, que puede irradiar al brazo izquierdo,
cuello, y mandibula izquierda, acompanado de una fuerte disnea en reposo y/o nauseas
(Devon et al., 2020). El analisis ecocardiografico nos desvela que existen dos tipos de
SCA: los que presentan un trazado con elevacion del segmento ST o SCACEST y
aquellos que cursan sin la elevacién del segmento ST o SCASEST. Mientras que el
SCACEST se caracteriza por una oclusién aguda total de la/s arteria/s coronaria/s, el
SCASEST cursa con la oclusion parcial coronaria que da lugar a la sintomatologia

anteriormente mencionada (Martinez et al., 2022).

2.1.1 Sindrome coronario agudo con elevacion del segmento ST
(SCACEST)

El SCACEST es la forma mas aguda de la enfermedad coronaria cuya manifestacion
fenotipica comprende la angina inestable, el infarto agudo de miocardio (IAM) o la
muerte subita cardiaca, en funcién de la severidad del dafio, y, por tanto, se asocia a
una gran morbilidad y mortalidad.

El IAM que se genera tras la oclusion de una o varias arterias coronarias en una sola
localizacidon o de manera multifocal, resulta en un fenémeno isquémico miocardico
transmural, siendo la causa mas comun la trombosis oclusiva que surge tras la ruptura
de una o varias placas de ateroma intracoronarias. Clinicamente, la caractacteristica
mas especifica ecocardiografica cursa con ondas T hiperagudas, la elevacion
progresiva persistente del segmento ST (> 20 minutos), ondas Q patoldgicas (Reddy.,
2015; Ibanez et al., 2018; Jenca et al., 2021), junto con un descenso significativo de la
presion arterial y, como analizaremos en una seccidn posterior, una de las
complicaciones mas significativas a medio plazo del IAM es el desarrollo de shock

cardiogénico (Jung et al., 2021; Tesoro et al., 2021).

2.1.2 Sindrome coronario agudo sin elevacién del segmento ST
(SCASEST)

A diferencia del SCACEST, el SCASEST incluye condiciones como la angina inestable
principalmente causada por una oclusién parcial de una arteria coronaria, o bien por un
vasoespasmo, un fendmeno embdlico o la ocurrencia de arteritis coronaria, fenémeno
este ultimo que surge tras la inflamacion arterial que puede llegar a ocluir la luz del vaso

coronario (Garcia-Blas et al., 2021; Collet et al., 2021). A diferencia del infarto agudo de
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miocardio con elevacién del ST (IAM con elevacion del ST), en el SCASEST la
manifestacion ecocardiografica mas comun es la depresion del segmento ST
acompafnada o no, de una inversion de la onda T (Medvegy et al., 2011; Cohen et al.,
2020) (Figura 3).

B D
Elevacion
Segm Depresién Inversién
' ST.m iSY » T

Figura 3 . Caracteristicas electrocardiogréficas (ECG) del SCACEST y SCASEST.
A. ECG sin patologia; B. SCACEST con elevacion del segmento ST; C. SCASEST con
depresion del segmento ST; D. SCASEST con inversién onda T.

2.1.3 Shock cardiogénico.

El shock cardiogénico (SC) es una complicacion grave y con una elevada mortalidad
qgue puede suceder como consecuencia de un IAM. Se caracteriza por una disminucion
aguda de la funcionalidad cardiaca, lo que resulta en una perfusion tisular inadecuada
y una ineficiente oxigenacion a los tejidos. Esta disfuncion cardiaca puede dar lugar a
una cascada de eventos adversos, incluyendo la fuerte hipotensién arterial, oliguria,
acidosis lactica y disfuncion multiorganica, y en el peor de los casos la muerte del
paciente (Geppert et al., 2002). Este hecho diferencial obliga a que, tras un IAM, se lleve
a cabo una evaluacion exhaustiva del paciente para asegurar sin lugar a duda la correcta
perfusion tisular, funcion cardiaca y abordar finalmente las causas subyacentes del por
qué ha surgido este suceso (Tewelde, Liu & Winters., 2018; Samsky et ., 2021).
Paralelamente a este fendmeno, debido a la falta de perfusién tisular correcta puede

desencadenarse lo que se conoce como la disfunciéon microvascular.
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2.1.4 Angina microvascular: Sindrome de disfuncién microvascular
coronaria.

En las dos ultimas décadas, la acumulacion de pruebas ha demostrado que las
anomalias estructurales y funcionales de la microvasculatura coronaria son causa de
diversas enfermedades cardiovasculares. La disfuncion microvascular coronaria,
inicialmente conocida por sindrome X, se podria definir como la alteracién funcional en
los vasos de menos de 500 um que pueden ocluirse y generar de esta forma el
fendmeno isquémico sin ningun tipo de oclusion de las coronarias principales, razén por
la cual, tras un catererismo rutinario muchas personas eran dadas de alta debido a que,
el dolor anginoso referido por los pacientes, especialmente mujeres, no se correspondia
con la oclusion coronaria en la fluoroscopia (Reis et al., 2001). Los posibles mecanismos
de la disfuncion microvascular parecen ser heterogéneos, € incluyen el aumento de la
reactividad y resistencia vasoconstrictora coronaria a nivel microvascular, asi como el
deterioro de las capacidades vasodilatadoras dependientes del endotelio. Existen varios
moduladores inflamatorios que pueden incidir en este fendmeno, ya sean moleculares,
como el deterioro del glucocalix de las células coronarias, o factores exdgenos, como la
fuerza de cizalla (shear stress) o el propio ritmo cardiaco (Feuer et al., 2022; Sucato et
al., 2022). Aunque existe técnicas de imagen como el ultrasonido intravascular (IVUS),
que permite caracterizar el interior de los vasos sanguineos, o por ejemplo mediante la
obtencion de imagenes de un Angiotac aplicando el algoritmo Z-score Calcio, el cual
valora la cantidad de placa de ateroma o la concentracion de calcio dentro del vaso, la
disponibilidad limitada de estas pruebas de manera rutinaria practicamente obliga a la
busqueda de nuevos biomarcadores asociados a este fendbmeno, lo cual podria

representar una gran ventaja para un diagndstico precoz.

2.2 Respuesta inflamatoria frente al sindrome coronario.

La restauracion del tejido cardiaco tras el SCA implica la eliminacion de células muertas
y la reparacion de los dafnos, buscando restablecer la homeostasis tisular. Sin embargo,
la eficacia de este proceso inflamatorio depende de su propia actividad, ya que un
exceso de inflamacién puede provocar la extension del dafio hacia el tejido sano, lo que
resulta en un remodelado cardiaco adverso. Durante este proceso, se producen dos
fases de infiltracion monocitaria: la primera es impulsada por estimulos pro-inflamatorios
y metabdlicos generados en el tejido dafiado, provocando el reclutamiento de monocitos
periféricos circulantes pro-inflamatorios. Estos monocitos expresan marcadores
especificos entre los que se incluyen CD14, CCR2 o marcadores de la inflamacion como

NF-kappa-B, el cual desencadena la producciéon de citoquinas proinflamatorias, como
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TNF-a o interleucina-6 (IL-6) (Berezin et al., 2020; Ong et al., 2018). Todo ello tiene
como consecuencia el disparo de toda un bateria de proteinas y enzimas inflamatorias,
entre las que destacamos en esta Tesis Doctoral a EMMPRIN (Extracellular Matrix
MetalloPRoteinase INducer) que, como veremos mas adelante, es el factor clave en la
degradacién de la matriz extracelular del corazon como consecuencia de la isquemia
miocardica (Ramirez-Carracedo et al., 2022; Tarin et al., 2011).

La segunda fase de infiltracién monocitaria es menos intensa y permite el cese de la
inflamacion y la recuperacion tisular. La funcionalidad de los TLR también es
fundamental debido a su vinculo molecular clave entre las respuestas innatas y
adaptativas, regulando la intensidad de las cascadas de inflamacion, entre otros niveles
de actuacion, regulando la funcionalidad del inmunomodulador Interferon-f (IFRp)
(Vilahur et al., 2011; Ramirez-Carracedo et al., 2020; Tesoro et al., 2022)., ademas del
aumento de la expresion del enzima Oxido Nitrico Sintasa Inducible (iINOS) como
mediador clave de inflamacién (Reventun et al., 2017). Con todo ello, podemos afirmar
que el sistema cardiovascular debe estar estrechamente conectado con el sistema
inmunoldgico para asegurar una respuesta rapida y eficaz frente a un evento isquémico,
evitando asi un remodelado cardiaco adverso y preservando de esta forma una

adecuada la funcionalidad cardiaca.

2.2.1 Papel de los receptores TLR en respuesta a la isquemia.

De los distintos sensores que disponemos de reconocimiento de patrones de dafio, los
TLR constituyen el principal sensor de la isquemia coronaria. Son sensores de
reconocimiento de membrana, conservados evolutivamente, que forman parte de la
inmunidad innata (Kawasaki & Kawai et al.,, 2014). Detectan firmas moleculares
especificas presentes en la superficie de los patégenos o en especial, durante procesos
inflamatorios como la isquemia coronaria y, de todos ellos, el de mayor objeto de estudio
durante el proceso isquémico por nuestro grupo de investigacion es el receptor tipo Toll
4 (TLR4). TLR4 es una proteina de sefializacién transmembrana que actua como el
principal receptor de reconocimiento de patrones expresado por varios tipos celulares.
Ademas de reconocer el lipopolisacarido bacteriano (Guijarro-Mufioz et al., 2014), TLR4
es capaz de identificar una variedad de ligandos que se liberan en respuesta a la
isquemia/reperfusion miocardica, que tras su activacion se genera una cascada de
sefalizacién que culmina con la activacion del factor de transcripciéon NF-kappa-B (Park
et al., 2021). Esta activacion conduce a la expresién de citocinas proinflamatorias,
incluyendo TNF-q, interleucina-13 e interleucina-6, quimiocinas, el reclutamiento de

linfocitos T llevando a la fase inflamatoria aguda y siendo una fuente de necrosis de
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células cardiacas, agravando asi el escenario inflamatorio coronario (Bhattacharya et
al., 2012; Ramirez-Carracedo et al., 2020; Frangogiannis et al., 2006).

Ademas de los receptores “Toll-like”, en menor medida también se activan los
denominados receptores de Lectina tipo C, los receptores semejantes a ausencia de
melanoma (AIM2), y los receptores semejantes al gen inducible de acido retinoico (RIG-
I-like) (Brubaker et al., 2015), todos ellos con capacidad de generar una respuesta

inflamatoria en respuesta a la isquemia.

2.2.2 Cascada de senalizacion inflamatoria. Efecto sobre la matriz
extracelular. Principales dianas moleculares.

La matriz extracelular (MEC) es una compleja red de proteinas y carbohidratos cuya
mision es la de aportar soporte celular y tisular, asi como la de contribuir a la correcta
transmision intracelular del 6rgano, constituyendo la parte no celular de los tejidos (Diaz
de la Loza et al., 2024). Por este motivo, la MEC facilita la transmision de estimulos
mecanicos entre las células y el proceso de mecanotransduccion, crucial para
numerosos fendmenos bioldgicos, entre los que podemos destacar la migracion,
proliferacion, apoptosis, la reparacion tisular (Yamada et al., 2019), e incluso la presion
arterial, como la Dra. Saura elegantemente demostré con el acoplamiento de la proteina
Quinasa Ligada a Integrinas (ILK) a Oxido Nitrico Sintasa Endotelial (eNOS), regulando
de esta forma la produccion de NO en funcion del tipo de flujo arterial (Saura et al.,
2017). En constante renovacion, el balance sintesis/degradaciéon marca la correcta
funcionalidad del 6érgano, hasta el punto de que, como ejemplo, la acumulacién neta de
MEC puede alterar la morfologia y funcién de los tejidos, haciendo de este proceso uno
de los mas regulados en el organismo. A este respecto, las metaloproteasas de matriz
extracelular (MMPs) son uno de los factores clave en esta regulacion y dianas
moleculares por excelencia en el remodelado cardiaco adverso tras el proceso

inflamatorio isquémico. Su papel sera descrito mas adelante.

2.2.3 EMMPRIN, su ligando Ciclofilina A y las metaloproteinasas de matriz
extracelular en la degradacién de la matriz del miocardio frente a la
isquemia.

La remodelacion cardiaca es el resultado de una serie orquestada de cambios
genomicos, bioquimicos y morfolégicos que determinan el destino del corazén en
términos de restaurar la contractilidad cardiaca adecuada tras un proceso isquémico
inflamatorio  (Lockhart et al., 2011; Ramirez-Carracedo., 2019). Como hemos

mencionado, existe una gran variedad de enzimas que participan en este fenémeno. Sin
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embargo, nosotros, junto con otros investigadores, hemos identificado una proteina
clave en este proceso que podria ser una diana terapéutica potencial: EMMPRIN, el
Inductor de Metaloproteinasas de la Matriz Extracelular.

EMMPRIN, también conocido como Basigina o CD147, es parte de una superfamilia de
proteinas similares a inmunoglobulinas (von Ungern-Sternberg et al., 2018). Su
identificacion inicial se determind en células tumorales fibroblasticas cultivadas, como
proteina indispensable para la angiogénesis tumoral (Xu et al., 2013), aunque también
se puede identificar en diversas especies celulares, entre las que se incluyen
macrofagos, células endoteliales y cardiomiocitos, como nosotros y otros grupos de
forma paralela pudimos caracterizar (Lizarbe et al.,, 2009; Tarin et al., 2011).
Estructuralmente, su caracteristica fundamental es la de ejercer como proteina de
transmembrana, cuya estructura contiene un dominio intracelular de 21 aminoacidos
que actua como peptido sefal, responsable de la actividad receptora y de
oligomerizacion. Ademas, posee un dominio extracelular con dos dominios de IgG, (Ig1
e 1g2) los cuales facilitan su unién con otras proteinas.

Una caracteristica clave de EMMPRIN es la susceptibilidad de sufrir modificaciones
post-traduccionales, de las cuales, la N-glicosilacion del dominio N-terminal es crucial
para su actividad, ya que le permite oligomerizar en la membrana plasmatica, siendo
estas estructuras oligoméricas las que retienen la actividad inductora de MMPs
(Cuadrado et al., 2016; Tesoro et al., 2022). Concretamente, las formas altamente
glicosiladas exhiben una mayor actividad sobre la activacién de MMPs, en comparacion
con las formas poco o bajamente glicosiladas, en donde su grado de actividad es minimo
(Tarin et al., 2011; Cuadrado et al., 2016).

La principal caracteristica de EMMPRIN en diversas enfermedades, en nuestro caso,
en las enfermedades cardiovasculares, es actuar como inductor de MMPs, en particular
de MMP9 y MMP13, como nuestro laboratorio ha demostrado previamente (Lopez-
Rivera et al., 2005; Lizarbe et al., 2009; Tarin et al., 2009; Ramirez-Carracedo et al.,
2024). Ademas, como veremos con detalle en la presente tesis doctoral es la capacidad
de funcionar como un auténtico efector inflamatorio ya que EMMPRIN presenta la
capacidad de formar complejos con distintos ligandos, despertando el interés en nuestro
caso de manera especial a la interaccion que mantiene con la proteina Ciclofilina A

(CyPA), su ligando natural, que desempena un papel crucial como inductor principal

de la respuesta inflamatoria cardiaca, especialmente en el IAM (Cao et al., 2019; Xue
et al., 2018; Hernandez et al., 2021).
CyPA, representa una de las proteinas dentro de la amplia familia de inmunofilinas. Esta

proteina actia como una chaperona, facilitando el correcto plegamiento de otras
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moléculas, el trafico intracelular y la activacion de sefiales de transduccion,
especialmente en procesos inflamatorios (Nigro et al., 2013).

Estudios protedmicos revelan que CyPA es susceptible de ser modificada mediante
fosforilacion o acetilacion, proceso fundamental para su secrecion por células del
musculo liso vascular y la posterior activacion celular, asi como para aumentar la
adhesién monocitaria y endotelial (Seizer et al., 2016; Bayon et al., 2020).

La CyPA desempefia un papel fundamental como ligando natural extracelular del
receptor EMMPRIN en diversas condiciones patoldgicas, abarcando enfermedades
cerebrovasculares y cardiovasculares (Seizer et al., 2014). Su interaccion con
EMMPRIN desencadena cascadas de sefalizacion proinflamatorias, promoviendo la
formacion de células espumosas y contribuyendo al desarrollo de aterosclerosis (Yuan
et al., 2010), mientras que, en procesos de isquemia miocardica, la secrecion de CyPA
desencadena una respuesta inflamatoria que esta directamente asociada con la
necrosis celular, como nosotros hemos demostrado (Hernandez et al., 2021). En virtud
del papel de EMMPRIN en la respuesta inflamatoria aguda, asi como su interaccion con
CyPA, que desencadena procesos inflamatorios cardiacos durante Ia
isquemia/reperfusion tisular, hemos postulado en la presente tesis doctoral al complejo
CyPA/EMMPRIN como una nueva diana terapéutica frente a la respuesta inflamatoria
que surge y es origen de enfermedades cardiovasculares como el IAM y la

aterosclerosis (Figura 4).
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Figura 4. Regulacion y formacién del complejo EMMPRIN-CyPA

2.2.4 Ciclofilina A y EMMPRIN como diana terapéutica frente al infarto
agudo de miocardio. Caso practico.

En el contexto del IAM, ya hemos mencionado que la respuesta inflamatoria desempefia
un papel crucial en la extension del dafio cardiaco. Para contrarrestar esta respuesta
inflamatoria y proteger el tejido cardiaco, se conocen varios mecanismos de

cardioproteccion a nivel molecular. Existen lineas de tratamiento exploradas las cuales
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emplean antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), junto con los inhibidores de la
ciclooxigenasa (COX), reduciendo la inflamacioén y el dolor anginoso al interferir sobre
la sintesis de prostaglandinas (Théne, Kollhorst & Schink, 2017; Krétz et al., 2005). Por
otro lado, los bloqueadores de receptores de la interleucina-1 (IL-1) muestran beneficios
al reducir la inflamacion y el tamafo del infarto (Mahfooz et al., 2023). Sin embargo,
nuestro grupo de investigacion se ha especializado en el uso de la nanotecnologia como
herramienta teragnostica para abordar la respuesta inflamatoria en la isquemia
miocardica. En particular, hemos investigado el uso de micelas conjugadas con un
péptido especifico de union a EMMPRIN, denominada NAP9. Esta nanoparticula no solo
tiene un impacto terapéutico significativo, mejorando la funcién ventricular y reduciendo
la progresion del infarto mediante la supresion de la actividad de EMMPRIN (Cuadrado
et al., 2016; Ramirez-Carracedo et al., 2018; Ramirez-Carracedo et al., 2022), sino que
también inhibe la sobreexpresion de las MMPs en la placa de ateroma (Ramirez-
Carracedo et al., 2018). Ademas, gracias a su acumulacién especifica en el tejido
infartado y dentro de la placa, permite una visualizacion no invasiva mediante
resonancia magnética, lo que le confiere una versatilidad teragnostica para una correcta
evaluacion de la progresion de la enfermedad (Ramirez-Carracedo et al.,, 2020,
Cuadrado et al., 2016).

Ademas de NAP9, hemos desarrollado una nanoparticula lipidica denominada NIL10,
que tiene la capacidad de unirse al receptor de Interleucina-10 (IL-10) tanto en ratones
como en cerdos sometidos a isquemia/reperfusién miocardica. La administracion de
NIL10 en ratones deficientes de IL-10 demostré efectos cardioprotectores, mejorando la
funcién cardiaca y reduciendo tanto la inflamacién como la fibrosis, promoviendo la
polarizacién de macréfagos hacia un estado resolutivo ademas activar la via
antiinflamatoria IL-10/STAT3 (Tesoro et al., 2022).

En la presente tesis doctoral, hemos querido caracterizar uno de los posibles
mecanismo moleculares por los que la lvabradina, uno de los farmacos mas utilizados
en el shock cardiogénico, pudiera estar ejerciendo su papel cardioprotector. Este
medicamento actla como inhibidor selectivo de los canales If, también conocidos como
corriente Funny, o corriente marcapasos, los cuales son esenciales para el automatismo
cardiaco del nodo sinusal. Se utiliza en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca (IC)
en pacientes cuya frecuencia cardiaca supere los 90 latidos por minuto, centrando sus
efectos especificamente en el nodo sinusal, sin influir en los tiempos de conduccion
intrauricular, auriculoventricular o intraventricular, ni en la contractilidad del musculo
cardiaco ni en la repolarizacion ventricular (Das et al., 2017). Su mecanismo de accién
conocido se centra en la inhibicion selectiva del canal HCN4 (Canal de Nucledtidos

Ciclicos Activados por Hiperpolarizacion), lo que resulta en la prolongacion del intervalo
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de despolarizacién diastélica y, como consecuencia, en la disminucion de la frecuencia
cardiaca al bloquear el transporte intracelular de sodio, por lo que sus efectos son
independientes de la presion arterial o la contractilidad miocardica (Bucchi et al., 2013).
Sin embargo, el efecto cardioprotector de la Ivabradina en el shock cardiogénico ha de
residir, ademas de lo anteriormente citado, en mecanismos aun por explorar, objeto
principal de la presente Tesis Doctoral. Se postuld que la Ivabradina podria reducir la
activad de ciertas MMPs en ratones diabéticos, sin embargo, nuestro grupo de
investigacion examind por primera vez como la Ivabradina influye en la regulacion de la
degradacioén de la MEC durante la isquemia coronaria. Por un lado, hemos investigado
como la lvabradina interactia con HCN4, la isoforma predominante en el nodo sinusal,
lo que resulta en la formacion de un complejo con Caveolina 3 (Cav3) y las formas de
baja glicosilacion de EMMPRIN (LG-EMMPRIN), las cuales son las formas inactivas de
esta enzima (Tesoro et al., 2020). Asi, de forma novedosa, como analizaremos con
detalle en la seccidon de Resultados de la Tesis Doctoral, mostramos como la Ivabradina
inhibia molecularmente la degradacion de la MEC. Simultaneamente, como fundamento
esencial de esta tesis doctoral, hemos evidenciado el papel regulador de la Ivabradina
en el proceso inflamatorio al bloquear la secrecion de CyPA al torrente sanguineo, lo
que impide su union a EMMPRIN. Esta relacidén sera explorada en detalle en la seccion
de Resultados (Hernandez et al., 2021).

BLOQUE lil: INFLAMACION Y ATEROSCLEROSIS

3.1 Aterosclerosis y su manifestacion clinica.

Podemos definir a la aterosclerosis como una enfermedad inflamatoria sistémica, que
comienza con un fendmeno del que ya hemos hablado como es el de la disfuncion
endotelial (Christopher & Witztum., 2001). En términos generales, la aterosclerosis
podemos definirla como una forma de inflamacion cronica que resulta de la interaccion
entre lipoproteinas modificadas, macréfagos derivados de monocitos, células T,
elementos celulares y componentes proteicos de la pared arterial.

La aterosclerosis, de manera directa o indirecta, es responsable de aproximadamente
el 50% de todas las muertes en la sociedad occidental y es la causa principal de la
enfermedad cardiovascular aterosclerética (ECVA) (Dichgans et al, 2019; Paul et al,
2019). La ECVA, de etiologia multifactorial, tiene factores de riesgo como
hipercolesterolemia, hipertension, diabetes, tabaquismo, edad, género, antecedentes
familiares, sedentarismo, obesidad, y/o dietas ricas en acidos grasos saturados (Shafi
et al, 2019). En el espectro coronario, el dolor anginoso, sudoracion fria, mareos, disnea,

nauseas y debilidad son los sintomas mas comunes de esta enfermedad coronaria. Sin
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embargo, en la actualidad, la aterosclerosis sigue siendo una enfermedad silenciosa
inflamatoria que no puede ser diagnosticada de forma temprana, con la excepcion de
estudios clinicos con tecnologia de imagen, no implantado en el Sistema Nacional de
Salud de manera rutinaria, lo cual hace de la aterosclerosis una patologia de elevado

interés, como es el caso de la presente tesis doctoral.

3.1.1 Etiologia y fases de la formacion de la placa de ateroma. Inflamacién
sistémica.

La etiologia de la aterosclerosis se basa en un endotelio disfuncional con caracter
proadherente, que actua como el evento desencadenante clave en el desarrollo de esta
patologia multifactorial (Milutinovi¢ et al, 2020; Akyildiz et al, 2014). En condiciones
normales, el endotelio vascular mantiene una superficie antiadherente y antitrombotica.
Sin embargo, factores de riesgo como la hipertension, el tabaquismo, la hiperlipidemia
y la diabetes pueden inducir la progresion de un endotelio sano hacia convertirlo en
disfuncional. Este cambio promueve la adherencia de monocitos y linfocitos T a la pared
arterial mediante moléculas de adhesion como Molécula-1 de adhesion celular vascular
(delinglés-Vascular Cell Adhesion Molecule-1, VCAM-1), la Molécula de adhesion de
células endoteliales plaquetarias-1 (del—inglés Platelet Endothelial Cell Adhesion
Molecule-1, PECAM-1), o las Moléculas de adhesién intercelular 1 y 2 (del-nglés
Intercelular Cell Adhesion Molecule-1,-2, ICAM-1, -2). Afadido a esto, el estrés
oxidativo, intensificado por la acumulacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
oxidadas (LDLox), desempefia un papel crucial en este proceso. La oxidacion de LDL
no solo amplifica la respuesta inflamatoria, sino que también facilita la formacién de
células espumosas a partir de macréfagos, contribuyendo al crecimiento y complejidad
de la placa aterosclerética. Marcadores inflamatorios como la proteina C reactiva (CRP),
IL-6 y TNF-a son indicadores importantes clave en la activacion inflamatoria cronica
asociada con la progresion de la placa de ateroma ademas de la migracion de células
de musculo liso (Gimbrone et al., 2016; Gourdy et al., 2008). Finalmente, la ruptura de
la placa, en el caso de producirse, ocurre en areas donde la cubierta es mas delgada y
esta infiltrada por células espumosas, en donde, ademas, el complejo CyPA/EMMPRIN,
encargado de la degradacion de la MEC, origina de manera irreversible la ruptura de la
placa, afectando directamente al endotelio vascular (Figura 5) (Ramirez-Carracedo et
al., 2020; Christopher Glass & Witztum., 2001).
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Figura 5 . Progresion de la placa de ateroma
A. Fases Iniciales de infiltracién y adhesion de monocitos. B. Fases tardias con la
degradacion de la MEC y formacién del ntcleo necrdético.

3.2 El Endotelio vascular.

Antes de los afos 80, se tenia la certeza de que el endotelio simplemente era una capa
de células que recubria, sin ningun tipo de funcion especifica, los vasos sanguineos.
Sin embargo, gracias a los avances cientificos realizados desde entonces, se ha podido
ir determinando con mayor precision la implicacion que tiene este érgano en la fisiologia
vascular. El endotelio vascular esta formado por células aplanadas, denominadas
células endoteliales (CE), dispuestas en una monocopa, recubriendo la pared del lumen
de todos los vasos sanguineos del organismo, incluyendo arterias, venas y capilares
(Krager-Genge., 2019).
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Debido a las diferencias entre las uniones de sus células se ha podido diferenciar varios
tipos de endotelio: continuo, fenestrado y discontinuo. El endotelio continuo se
encuentra en la mayoria de las arterias, venas y capilares del cerebro, la piel, el pulmén,
el corazon y el musculo. Las células endoteliales estan unidas por uniones estrechas y
ancladas a una membrana basal continua. El endotelio fenestrado también esta
asociado a una membrana basal continua y se caracteriza por la presencia de poros
transcelulares de 50-60 nm de ancho, que estan sellados por un diafragma de 5a 6 nm
de grosor, encontrandose en glandulas exocrinas. El endotelio discontinuo esta
asociado a una membrana basal poco estructurada y se caracteriza por la presencia de
grandes fenestraciones de 100 a 200 nm de ancho sin diafragma. Esto ocurre en lechos
vasculares sinusoidales en el higado, predominantemente, pero también en el bazo y la
médula 6sea (Kruger-Genge et al., 2019; Minami et al., 2019).

Este sistema se divide en dos principales tipos de vasos: las arterias y las venas, junto
con un tercer tipo de vaso, los capilares, responsables del intercambio gaseoso y
nutrientes con los tejidos. Ademas, estos vasos suelen estar determinados por tres
capas diferenciadas (Figura 6).

e La tunica adventicia, la capa mas externa, estd compuesta principalmente por

tejido conectivo fibroelastico. Ademas de aportar soporte estructural, se ha
descrito que las células adventicias desempefian un papel crucial en la
inmunomodulacion, la respuesta inflamatoria y la remodelacion vascular tras el
IAM (Stenmark et al., 2013).

e La tunica media, capa intermedia de las paredes arteriales, es crucial para la
funcion y estructura de los vasos sanguineos debido a su composicion de células
musculares lisas (VSMCs, en ingles Vascular Smooth Muscle Cells) y fibras
elasticas. Esta capa regula el diametro vascular mediante la contraccion y
relajacion de las células musculares lisas, controlando asi la resistencia vascular
y la presion arterial, lo que es vital para mantener un flujo sanguineo adecuado
(Li et al,, 2018). Las CE y las VSMCs han desarrollado varios modos de
interaccion para regular la funcion vascular y mantener la homeostasis. Aunque
aun no se comprende completamente como los defectos en la interaccion EC-
VSMCs pueden conducir a la aterosclerosis, por ejemplo, se conoce bien que
moléculas de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y VCAM-1 forman parte de esta
interaccion, cruciales para el correcto mantenimiento del vaso sanguineo (Tarin
et al., 2009).

e La tunica intima, la mas interna del vaso, esta compuesta por un glucocalix de

glicoproteinas y proteoglicanos, ademas de contener las células endoteliales,
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claves en la homeostasis vascular, la cuales explicaremos sus funciones con

mas detalle.(Georgakarakos et al., 2023).

Endotelio

Tdnica
Intima

Tanica
Media

| Tdnica
Adventicia

Figura 6 . Arquitectura Vascular

3.2.1 Funcion del endotelio vascular.

Cada vez se reconoce mas al endotelio como la glandula endocrina mas extensa del

cuerpo humano, debido al numero, masa y superficie de las células endoteliales

presentes en etapas juveniles. Ademas, destaca por su habilidad para sintetizar y liberar

sustancias con funciones bioldgicas diversas, influyendo en una variedad de procesos

fisiolégicos como:

Regulacion del tono vascular: en esta funcidon, como veremos en los siguientes

aparatados, la enzima clave es la Oxido Nitrico Sintasa (eNOS, NOS3), que
cataliza la produccién de Oxido Nitrico actuando como un potente vasodilatador,
relajando los musculos lisos de los vasos sanguineos y regulando asi el tono
vascular (Sandoo et al., 2023; Herranz et al., 2012; Saura et al., 2005; Saura et
al., 2002; Zaragoza et al., 2002; Zaragoza et al., 2006)

Funcién antiagregante y antiadherente: el endotelio actia como barrera

antiagregante y antiadherente en la vasculatura, protegiendo frente a la
formacion de trombos y la inflamacién vascular (Radomski et al., 1987). Una de
las principales moléculas involucradas en esta funcion es nuevamente el Oxido
Nitrico (NO), puesto que posee efectos vasodilatadores, evitando la adhesion

monocitaria, e inhibiendo la activacion y agregacion de plaquetas. Ademas, el
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endotelio produce prostaciclina (PGI2), que también actua como vasodilatador y
antiagregante, aumentando los niveles de AMP ciclico (CAMP) en las plaquetas
y reduciendo su capacidad de agregarse (Xu et al., 2020).

e Control de la permeabilidad vascular: esta propiedad permite el paso selectivo

de fluidos, solutos y células entre la sangre y los tejidos circundantes,
manteniendo asi el equilibrio homeostatico. La permeabilidad endotelial esta
regulada por diversas sefiales bioquimicas y fisicas, donde en particular las
uniones adherentes son esenciales, jugando un papel crucial las denominadas
Cadherinas, y en particular las VE-Cadherinas, esenciales entre las células
endoteliales y las adyacentes, manteniendo una la correcta permeabilidad.
(Stanca et al., 2018).

e Respuesta inflamatoria: durante la respuesta inflamatoria, tras un insulto

fisiopatoldgico, un papel crucial lo desempefa el complejo CyPA-EMMPRIN
mencionado anteriormente. Este complejo desencadena en el endotelio una
respuesta inflamatoria y, con gran interés en la presente Tesis Doctoral, activa
entre otro enzimas a las MMPs especificas de endotelio (Yuan et al., 2010;
Zaragoza et al., 2002).

¢ Angiogénesis: la formacion de vasos a partir de vasos ya existentes es un
proceso en el que en endotelio vascular juega un papel primordial, a través de
la proliferacién y posterior migracion del endotelio hacia el punto fisico donde se
formara el nuevo vaso, proceso en el que la expresion de metaloproteinasas de
matriz juegan un papel decisivo en el proceso migratorio, junto con el disparo de
todo el fendmeno a través de la expresion del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y la implicacion del NO (Lopez-Rivera et al., 2005; Zaragoza
et al., 2002; Genis et al., 2007)

3.2.2. Papel del 6xido nitrico en el tono vascular.

El Oxido Nitrico (NO o N=O) es un radical libre del nitrégeno gaseoso al que se le
atribuyen funciones fisiolégicas muy importantes como la regulacion del flujo y presion
sanguinea dependiente de endotelio (Herranz et al., 2012), asi como la inhibicion de
procesos inflamatorios (Ghimire et al, 2017; Zaragoza et al., 1997; Zaragoza et al., 1998;
Saura et al., 1999; Zaragoza et al., 2006). La liberacién de NO por parte el endotelio
vascular se demostr6 por primera vez en 1987 (Ignarro et al., 1987). Aproximadamente
un afo después se descubrid que se sintetizaba a partir del aminoacido L-arginina,
descubrimientos que establecieron la identidad del denominado Factor VASORelajante

Derivado del Endotelio (EDRF, del inglés Endothelial Derived Relaxing Factor),
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descubierto por el Dr. Robert Furchgott unos 8 afios antes (Furchgott., 1983). Pero fue
el Dr. Salvador Moncanda que, de forma inequivoca, observé que esta molécula tenia
implicaciones fisiopatologicas en el sistema cardiovascular (Moncada et al, 1989),
siendo el Dr. Ferid Murdad quien por vez primera desvelo la base molecular del efecto
vasorelajante del NO de manera inequivoca, desvelando por fin la base molecular del
por qué los mamiferos mantenemos el tono vascular. Todo ello fue merecedor del
Premio Nobel de Medicina en el afio 1998 a los Drs. Ignarro, Furchgott y Murad. Afos
mas tarde, hemos atribuido funcionalidades adicionales a este gas y su implicacion en
procesos patologicos en el ambito de la fisiologia cardiovascular, donde nuestro grupo
de investigacion es uno de los que ha contribuido en este campo de biologia vascular.
(Lamas et al, 2007; Herranz et al., 2012; Saura et al., 2005; Saura et al., 2002; Zaragoza
et al., 2002; Zaragoza et al., 2006; Lopez-Rivera et al., 2005).

A diferencia de otros radicales libres que se generan en los sistemas biolégicos, el NO
tiene una reactividad quimica relativamente baja y por lo tanto su vida media es mas
larga, lo que le dota de una gran versatilidad. Por otro lado, el NO como radical libre del
nitrégeno es uno de los mayores compuestos citotdxicos que existen. Se intercambia
por el oxigeno en la cadena respiratoria mitocondrial y las células que lo producen entran
en programas de muerte celular programada (Moncada et al., 1989).

ElI NO reacciona con enzimas y proteinas, pero cabe destacar para la funcion biolégica
del lecho vascular la activacion de la enzima Guanilato Ciclasa Soluble (GCs) y la
modificacion postraduccional de los residuos de cisteina, un proceso conocido como S-
nitrosacion (Stamler et al., 1992). De hecho, el Dr. Stamler y su equipo propusieron que
una clase importante de moléculas biolégicas que contienen grupos funcionales
sulfhidrilo (tioles), podria desempefar este papel estabilizador, proponiendo el
fendmeno de la S-Nitrosilacion como un mecanismo utilizado por las células como
sistema transductor de senales, equiparable a la fosforilaciéon de proteinas (Hess et al.,
2001). Los tioles de bajo peso molecular reaccionan facilmente con 6xidos de nitrégeno
para formar S-nitrosotioles, que son mucho mas estables que el NO y actian como
vasodilatadores e inhibidores de plaquetas, hasta el punto de que estos S-nitrosotioles
podrian ser intermediarios activos biolégicamente en el metabolismo del NO.

Respecto a la base molecular de la vasorelajacion del musculo liso existen dos vias de
sefalizacién. La primera de las rutas se le conoce como ruta de sefializacion no
canonica del NO, la cual esta molécula difunde libremente por el musculo liso uniéndose
a su receptor natural, la GCs, donde se activa para dar lugar a la sintesis del segundo
mensajero Guanosin Monofosfato Ciclico (GMPc), y que sera utilizado por la proteina
kinasa dependiente de GMPc (PKG). El final de esta cascada de senalizacion conlleva

la fosforilacion de varias proteinas por parte de PKG que tienen como consecuencia el
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aumento de la proteccién cardiaca, regular la permeabilidad endotelial, y en especial, la
mayor vasorelajacién y aumento de la de la vasodilatacion (Figura 7) (Francis et al,
2010).
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Figura 7 . Base molecular del efecto del NO endotelial sobre la vasorelajacion de la
musculatura lisa arterial

La produccién de NO es llevada a cabo por las isoformas de la Oxido Nitrico Sintasa
(NOS). Existen tres isoformas de NOS en mamiferos: neuronal (nNOS, NOS1),
endotelial (eNOS, NOS3) e inducible (iNOS, NOS2). Mientras que eNOS y nNOS se

encuentran constitutivamente expresadas, produciendo de manera constante NO a baja

concentracion, iINOS es una enzima inducible en respuesta a un numero muy variado
de estimulos y en cuyo caso se produce NO en torno a de 100 érdenes de magnitud
mas que sus otras dos isoformas. La segunda diferencia reside en que iNOS es un
enzima independiente de calcio para la produccién de NO, mientras que eNOS y nNOS
lo son, a través de la unién del complejo Ca-Calmodulina a su sitio alostérico (Rafikov
et al, 2011).

eNOS es la proteina clave que controla como hemos citado anteriormente, el tono
vascular, fenédmeno del que desconociamos desconocida la base molecular hasta
finales de los afios 80. De hecho, en ausencia de eNOS, los animales deficientes para
este enzima son naturalmente hipertensos debido a una vasoconstriccion arterial
permanente (Shesely et al., 1996; Knowles et al., 2000). Ademas de lo anterior, eNOS
presenta la peculiaridad de necesitar otras proteinas para acomplejarse y producir NO,

hasta el punto de que cualquier factor que induzca su desacoplamiento, contribuira a la
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formacion de estrés oxidativo, debido a que eNOS, en ese nuevo escenario, tendera a
producir anién superoxido, como analizaremos posteriormente en esta seccién. Ademas
del acoplamiento con otras proteinas eNOS requiere de la union de tetrahidrobiopterina
(BH4) en su sitio alostérico, en cuya ausencia, bien por falta de biodisponibilidad, o por
su oxidacion hacia la forma de 7,8-Dihidrobioterina (BH2), eNOS deja de producir NO
(Feng, 2012).

3.2.3 Disfuncién endotelial.

En ciertas condiciones, en particular de manera asociada a la edad, la funcion del
endotelio puede ser modificada, o que repercute en su capacidad vasodilatadora y
promover un estado inflamatorio, procoagulante y proadherente. La pérdida de alguna
de estas funciones mencionadas desencadena un desequilibro funcional que conduce
a la denominada disfuncién endotelial (DE). Este fendbmeno se puede definir como la
pérdida de la funcion vasorelajante dependiente de endotelio, la cual se caracteriza por
la transicion de un endotelio con capacidad antiadherente, y antiagregante hacia un
endotelio disfuncional, en el que la pérdida de la produccién de NO favorece la adhesion
monocitaria y la agregacion plaquetaria, influyendo directamente en el aumento de la
presion arterial (Bonetti et al., 2003; Cyr et al., 2020). Como veremos en la presente
Tesis Doctoral, nosotros hemos podido correlacionar el fenémeno disfuncional con el

fendmeno asociado a la edad como es la Senescencia Endotelial.

3.2.4. Disfuncion Endotelial: Desacoplamiento de la eNOS.

Uno de los mecanismos subyacentes que se inician al comienzo de la DE es el proceso
denominado desacoplamiento de la eNOS. Este fendmeno se define como la pérdida
de la actividad de esta enzima debido a la falta de sus cofactores necesarios para su

correcto funcionamiento en la producciéon de NO, entre los que podemos destacar:

Proteina Quinasa Ligada a Integrinas (ILK, de inglés Integrin Linked Kinase): en el

endotelio vascular, la expresion de ILK juega un papel critico en la regulacién del tono
vasomotor, protegiendo asi a la eNOS del desacoplamiento como cofactor. ILK también
previene la disfuncion endotelial y la cascada de eventos asociados, incluyendo el estrés
oxidativo o la inflamacién vascular. Ademas, nosotros hemos demostrado que la
degradacion proteolitica de ILK en el endotelio coronario ha sido asociada con una
aceleracion en la progresion de la aterosclerosis (Reventun et al., 2023; Herranz et al.,
2012).
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Proteina de Choque Térmico 90 (Hsp90, del inglés Heat Shock Protein 90): es una

de las proteinas celulares mas abundantes, representando aproximadamente entre el 1
y el 2% del total de proteinas en condiciones normales. Tiene funcion como chaperona
en diferentes compartimentos celulares y vias de sefalizacion. Una forma de potenciar
la actividad de eNOS es a través de su interaccion con Hsp90 y formar un complejo,
aumentado asi la produccion de NO (Xu et al, 2007; Antonov et al, 2007).

Ratio BH4/BH2: el cofactor tetrahidrobiopterina (BH4) desempena un papel clave en el

mantenimiento de la funcién endotelial. De hecho, el equilibrio entre la producciéon de
NO y superodxido por la eNOS parece estar determinado por la biodisponibilidad de BH4,
en donde su oxidacion hacia la forma BH2, supone la incapacidad de eNOS para
generar NO. Los niveles intracelulares de biopterinas estan regulados principalmente
por la actividad de la via de biosintesis de dos enzimas que participan directamente en
este ratio: Guanosin Trifosfato-Ciclohidrolasa (GTPCH) y Dihidrofolato reductasa
(DHFR) (Crabtree et al., 2011). Como veremos en la presente Tesis Doctoral, el papel
que juegan los niveles de BH2 y BH4, junto con los niveles de las dos enzimas
recientemente mencionadas, es crucial para el disparo del proceso de la Senescencia

Endotelial.

GTP-Ciclohidrolasa | (GTPCH I): Es el enzima que participa en la primera reaccion de

la biosintesis de novo de BH4 transformando el GTP en Trifosfato de D-eritro-7,8-
dihidroneopterina (D-eritro-7,8-BH2) (Yoneyama et al, 2001). Se ha reportado que la
deficiencia de esta proteina en ratones es responsable del incremento en la formacion
de placas de ateroma con relacién a la inhibicion de la produccion de BH4 (Crabtree et
al, 2009).

Dihidrofolato Reductasa (DHFR): DHFR es el enzima clave responsable de la

regeneracion y renovacién de BH4 a partir de BH2 a expensas de NADPH a través de
la denominada via de rescate. Como veremos en la presente Tesis doctoral, la baja
expresion de los niveles de DHFR, disminuye los niveles de BH4 y aumenta el
desacoplamiento de la eNOS en las células endoteliales a través del estrés oxidativo
(Chen et al, 2018).

NADPH oxidasa (NOX): debido al aumento del estrés oxidativo, fendmeno que

describiremos con mayor detalle en los siguientes apartados, este complejo
multiproteico desempefa un papel crucial en el fendmeno de desacoplamiento de la

eNOS. La funcion principal de esta enzima es catalizar la transferencia de un electrén
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desde el sustrato NADPH hace el O, con la formacion de un radical superéxido (O27),
en donde dada su gran inestabilidad, sera rapidamente convertido en peréxido de
hidrégeno (Drummond & Sobey, 2014).

Una de las principales consecuencias del desacoplamiento de la eNOS o de algunos de
sus cofactores, es la formacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS). EI NO es una
molécula muy inestable, siendo capaz de reaccionar con otras moléculas para asi
generar radicales adicionales con capacidad de dafo tisular lo que denominaremos a

continuacion como Estrés Oxidativo (Schiffrin et al, 2008).

3.3 Senescencia y aterosclerosis asociada a la edad

La palabra senescencia tiene su origen en el término latin "senex", que se refiere a una
persona de edad avanzada o anciana. En el ambito de la biologia, la senescencia se
define como un proceso degenerativo que se manifiesta durante el desarrollo y la
maduracion de los organismos pero que inicialmente se defini6 como un estado
fenotipico caracterizado por una detencion del crecimiento celular de forma permanente
e irreversible, de tal manera que la identificacion de biomarcadores tempranos
asociados al fenotipo senescente podria desempefiar un papel crucial en la
comprension de los mecanismos exactos DE en el envejecimiento.

La Senescencia Endotelial (SE), entendida como el estado irreversible de detencion del
crecimiento y envejecimiento celular, ha sido reconocida como un factor importante en
el desarrollo y progresion en las enfermedades cardiovasculares, especial de una de las
enfermedades con mayor prevalencia, como es la aterosclerosis (Childs et al., 2017).
La denominado "hipdtesis de la gerociencia" resume la idea de que, dado que el
envejecimiento es el principal impulsor de multiples enfermedades interrelacionadas,
dirigirse a los mecanismos subyacentes del envejecimiento puede prevenir la aparicion
o mitigar la gravedad de la multimorbilidad en este proceso (Sierra., 2016).

De forma especifica, este fenémeno se describe por una disminucién de la funcién del
endotelio asociada a la edad cronoldgica, incluyendo la pérdida de vasodilatacion, la
coagulacion sanguinea, acompanado con el aumento de estrés oxidativo y la infiltracion
de células inmunitarias, procesos biolégicos que, una vez mas, hemos de mencionar
que son claros activadores del fenédmeno de la disfuncidén endotelial. Las caracteristicas

moleculares de este fendmeno son las que enumeramos a continuacion:

Parada de crecimiento: Las células senescentes experimentan una detencion

permanente del ciclo celular en la fase G1, sin poder iniciar la replicaciéon del ADN,
debido principalmente a la expresion de inhibidores de ciclo celular, en donde p21 ejerce

un papel preponderante (Kumari & Jat., 2021).
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Hipertrofia celular: Las células senescentes muestran un aumento en su tamano, a

veces duplicando el tamafio de su citoplasma (Davies et al., 2022).

Resistencia a la apoptosis: Las CE adquieren resistencia a la muerte celular por

apoptosis, a través de distintos procesos de regulacion post-traduccional (Child et al.,
2014).

Actividad B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-Gal): Las células

senescentes expresan SA-B-Gal, una enzima hidrolasa lisosomal, que se detecta
citologicamente y puede estar presente a pH 6.0 en células senescentes, en contraste
con las células quiescentes donde se detecta a pH 4.0. (Wang & Bennett, 2012; Qing et
al, 2021).

El fendmeno senescente finalmente va a desencadenar una de las principales
caracteristicas de la SE: el denominado Fenotipo Secretor Asociado a Senescencia
(SASP), en el cual las células liberan al medio extracelular una serie de componentes
que tienen un amplio rango de actividades endocrinas y paracrinas, el cual detallaremos

en el siguiente bloque.

3.3.1 Respuesta inflamatoria asociada a la senescencia. Papel del
complejo Ciclofilina AAEMMPRIN en la respuesta senescente.

La interaccion entre CyPA y EMMPRIN es ampliamente reconocida en diversas
enfermedades cardiovasculares, como ya hemos mencionado con anterioridad (Seizer
et al., 2014). Se ha observado que este complejo puede desencadenar cascadas
inflamatorias en monocitos asociados a la placa de ateroma, asi como, en nuestro caso,
nosotros hemos demostrado que participa en el remodelado cardiaco posterior al un
IAM (Hernandez et al., 2021; Ramirez-Carracedo et al., 2020). El uso de CyPA como
diana se demostro en diversos estudios en donde su ausencia mejora la capacidad
vasodilatadora al aumentar la expresiéon de eNOS mediante la reduccién de la expresion
del Factor 2 tipo Kruppel (KLF2) (Seizer et al., 2014). Sin embargo, en lo que se refiere
al complejo con EMMPRIN y a pesar de su amplia asociaciéon con la inflamacion en
diversas patologias, el papel especifico de este complejo en el proceso de disfuncion
endotelial era aun poco conocido.

Como analizaremos posteriormente en detalle, en nuestro estudio hemos demostrado
que tanto el ligando como el receptor del complejo juegan un papel especifico en la
inflamacién, contribuyendo no solo a la degradacion de la matriz extracelular, sino
también iniciando el fendmeno aterosclerotico. No obstante, el complejo CyPA-
EMMPRIN no ha sido descrito hasta donde conocemos, durante la senescencia

endotelial, lo que nos indujo a pensar que por este motivo, su presencia podria ser una
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valiosa herramienta diagndstica durante este fendmeno, explorado en este trabajo por

vez primera.

BLOQUE IV. NUEVAS DIANAS MOLECULARES ASOCIADAS A LA
SENESCENCIA ENDOTELIAL PARA EL TRATAMIENTO DE LA
ATEROSCLEROSIS

4.1. Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia (SASP).

El SASP comprende la liberacion al medio extracelular de numerosas citocinas,
quimiocinas, factores de crecimiento y proteasas, ademas de liberar Vesiculas
Extracelulares (EVs, del inglés Extracellular Vesicles) que contienen componentes
especificos como proteinas, lipidos o acidos nucleicos, claves durante el fendmeno
senescente. (Roger et al, 2021; Kumari & Jat, 2021; Ramirez et al, 2022). En funcion
del momento temporal y el contexto en donde se produce el SASP, su papel puede
llegar a ser muy ambiguo, pudiendo ejercer un efecto negativo en la supresion del
crecimiento de varios tipos distintos de tumores, al detener el efecto senescente la
proliferacion de las células afectadas (Sager et al., 1991), mientras que por el contrario
sobre la salud cardiovascular puede ejercer efectos negativos (Chen et al., 2022).

La secrecion de EVs se describid inicialmente como una forma de eliminacién de
compuestos innecesarios para la célula (Regina et al, 2016; Campisi et al, 2007). Sin
embargo, ahora sabemos que estas vesiculas ademas de cargar e intercambiar
componentes entre células, desde acidos nucleicos, lipidos y proteinas, son también
capaces de actuar como vehiculos de sefializacion de procesos patolodgicos
(Zaborowski et al, 2015; Minciacchi et al, 2015), lo que les confiere un protagonismo
significativo en la etiologia y progresion de distintas enfermedades, incluyendo las
cardiovasculares (Badimon et al., 2022).

Aunque el SASP es heterogéneo y puede diferir segun el tipo celular y los estimulos
involucrados, una caracteristica distintiva del SASP en células endoteliales es su
asociacion con reguladores de la disfuncion arterial, que en general se manifiesta a
través de una reduccién en los niveles de NO y un aumento de la produccion de ROS,
lo puede promover la inflamacion crénica y desencadenar respuestas inmunitarias
desreguladas tanto en el mismo territorio endotelial como en otros (Han & Kims., 2023).
En funcién de su biogénesis y tipo de contenido, las VEs las podemos clasificar en
(Figura 8):

- Exosomas: también conocidos como vesiculas intraluminales (VIL), membranas

unicelulares secretadas por diversas células y presentes en plasma y orina, con un
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tamano de 30-150 nm (Bebelman et al, 2018). Estas vesiculas desempefian funciones

clave en la endocitosis y el trafico celular (Simons et al, 2009).

- Cuerpos Apoptoéticos: estas vesiculas son liberadas por células muertas al espacio

extracelular (Battistelli & Falcieri, 2020). Con tamafios que varian entre 50 nm y 5000
nm, se forman por la separacion de la membrana plasmatica del citoesqueleto tras la
contraccion celular. A diferencia de exosomas y microvesiculas, los cuerpos apoptoticos

contienen organulos intactos. (Hauser et al, 2017).

- Microvesiculas (MVs): también conocidas como microparticulas. Desempefan un

papel central en las enfermedades cardiovasculares y su formacién, mediante brotacién
directa de la membrana plasmatica, involucra componentes del citoesqueleto y
proteinas como miosina o filamentos de actina, proteinas clave en nuestro trabajo (Vats
& Galli, 2022; Minciacchi et al., 2015). Estas vesiculas participan activamente en la
comunicacion célula-célula, afectando las funciones de la célula receptora (Vats & Galli,
2022). Esta capacidad de transferir carga activa es especialmente interesante en el
contexto la aterosclerosis, como desarrollaremos en el ultimo bloque de la presente
Tesis Doctoral (Ramirez et al, 2018; Simeone et al, 2020). Nosotros a desde aqui, nos
referiremos a estas microvesiculas como EVs, estandarizando de esta manera la

nomenclatura.
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Figura 8 . Biogénesis de las diferentes EVs.
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4.2. CAP1: un nuevo componente hallado en las EVs asociado a la edad

La Proteina Asociada a Ciclasa 1 (CAP1) se identifico por primera vez como un
componente del complejo Adenilato Ciclasa de levadura y de forma independiente se
identifico como componente de la via de sefalizacién Ras/cAMP (Hubbertey & Moattillo,
2002). Estudios posteriores revelaron que los homodlogos de CAP1 se conservan en
todos los eucariotas estudiados, incluyendo el Reino Vegetal (Benito et al., 1990). CAP1
participa activamente en procesos tan dispares como la morfogénesis celular,
citocinesis, endocitosis y la migracion celular, mientras que su disfuncionalidad se ha
podido asociar con un numero elevado de patologias en pacientes de diversa
naturaleza, ya sean de caracter neurodegenerativo o mas recientemente descritas, en

patologias cardiovasculares (Bergqvist et al, 2020; Kakurina et al, 2018).

La actividad principal de CAP1 es la de unir y secuestrar monémeros de actina, de tal
forma que el complejo CAP1/actina no afecta a la formacién de filamentos por si mismo,
pero acelera la despolimerizacion de filamentos dependiente de Cofilina. Por otra parte,
la delecion de CAP1 conduce a la acumulacion de filamentos de F-actina,
probablemente debido a la reduccién del secuestro de G-actina, asi como a una
localizacion y fosforilacion aberrantes de Cofilina. En este caso, las células CAP1
deleccionadas presentan una mayor capacidad de migracion, debido probablemente a
las alteraciones que se generan en la adhesion celular (Zhang et al, 2013).

El hallazgo mas reciente en el que CAP1 se ha visto implicada podriamos afirmar que
es de una relevancia muy significativa para la salud humana, al haberse demostrado su
implicacién como cofactor clave en el desarrollo de la aterosclerosis a través de su union
con la proteina Proproteina Convertasa Subtilisina/Kexina tipo 9 (PCSK9), una de las
mas novedosas dianas terapéuticas empleadas hoy en dia para el tratamiento de la
enfermedad aterosclerética (Fruchart Gaillard et al., 2023) y cuyo efecto describiremos

a continuacion.

4.3. Papel del complejo PCSK9/CAP1 en el reciclado de los receptores para
LDL en el higado.

La dislipidemia, especialmente el aumento de LDL-colesterol (LDLc) circulante, es un
factor de riesgo clave para la enfermedad aterosclerética. Recientemente se ha descrito
el papel decisivo que una proteina ejerce en este fendbmeno, mas concretamente en el
reciclado hepatico de los receptores para LDL, la anteriormente mencionada PCSKO.

PCSK9 consta de tres dominios estructurales distintos que desempefan funciones
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claves: el predominio (31-152 aa), la subunidad catalitica (152—421 aa) y el dominio C-
terminal rico en Cisteina/Histidina (CHRD; 453-692 aa) que se compone de tres
modulos repetitivos M1 (453-529 aa), M2 (530-603 aa) y M3 (604-692 aa) y se expresa
de manera universal en diversos tejidos y células, en especial en hepatocitos (Sobati et
al., 2020).

La caracteristica mas importante de PCSK9 en el contexto de la fisiopatologia
cardiovascular reside en su papel clave sobre la degradacion del receptor de LDL
(LDLr). Mas concretamente, el LDL circulante (LDLc) se elimina del organismo a través
de su captacion hepatica, a través de su unién al receptor de LDL (LDLr). Una vez unido
el ligando a su receptor, endocita el complejo en vesiculas de Clatrina, en donde se
disocia LDLc de LDLr, se produce la degradacién lisosomal de LDLc y el receptor es
reciclado hacia la membrana plasmatica para seguir captando LDLc. Sin embargo,
cuando PCSK9 se une a LDLr, en vez de reciclarse el receptor, es eliminado por via
lisosomal dentro del hepatocito, de tal manera que hoy en dia, una forma mas de luchar
contra la dislipemia es mediante el tratamiento al paciente con inhibidores de PCSK9,
lo que favorece la no degradacién del receptor y su reciclado a la membrana (Lagace et
al., 2014).

Aunque la mayoria de las investigaciones se han centrado en la funcion de PCSK9 en
el higado, cada vez hay mas evidencias que respaldan la expresion y funcién de PCSK9
en tejidos adicionales. Estudios mas recientes indican una expresion significativa de
PCSKO9 en el tejido de la pared arterial, abarcando macréfagos, células endoteliales y
células de musculo liso, lo que podria llevar a un entorno idéneo para la formacién de
placas ateroscleréticas promoviendo de esta forma la acumulacion de lipidos (Guo et
al., 2021). El hallazgo mas novedoso en cuanto al metabolismo del colesterol ha sido
recientemente descrito, evidenciando que ademas de todo lo mencionado con
anterioridad, CAP1, ademas, es capaz de interactuar con PCSK9 a través del dominio
CHRD, especificamente en los subdominios M1 y M3. La formacién de este complejo
permite un cambio en la conformacién estructural de PCSK9, aumentando su afinidad
por los receptores LDLr. Lo mas sorprendente es que dicho complejo promueve la
degradacion de los receptores mediante el proceso lisosomal, impidiendo su reciclaje y,
por ende, comprometiendo su capacidad continua de degradacion del LDL (Dixon et al.,
2016; Lagace et al., 2014). En definitiva, los nuevos hallazgos aqui descritos proponen
a una nueva diana terapéutica en la lucha contra la dislipemia: CAP1. En ausencia de
CAP1, PCSKO9 es incapaz de unirse con igual afinidad al LDLr, lo que facilita su reciclado
y, por tanto, el efecto positivo sobre la degradacién de LDLc (Figura 9).

La comprension de la regulacién del metabolismo del colesterol supondria tener

implicaciones terapéuticas en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares como
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la aterosclerosis, por cierto, en relacion directa con el envejecimiento por razones que

ya mencionamos con anterioridad. (Dron & Egele, 2020; Jang et al, 2020; Gaillard et al.,

2023) y, como veremos en detalle en la presente Tesis Doctoral, nuestros datos

apuntan a CAP1 como una nueva diana terapéutica en aterosclerosis.
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Figura 9.PCSK9 necesita su unién con CAP1 para la degradacion de los LDLyr.
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1. Hipotesis

La inflamacién es una caracteristica comun en el disparo de multiples enfermedades,
incluyendo las patologias cardiovasculares. Asi es el caso de complicaciones como el
infarto agudo de miocardio (Hernandez et al., 2021; Tarin et al., 2011; Cuadrado et al.,
2016; Ramirez-Carracedo et al., 2022), la aterosclerosis (Ramirez-Carracedo et al.,
2018; ) o los aneurismas (Lizarbe et al., 2009). En todos estos procesos, el disparo de
efectores inflamatorios es un hecho comun, al igual que también lo es la expresion de
EMMPRIN, como hemos descrito anteriormente. En virtud de todos nuestros resultados
preliminares hipotetizamos que, en el origen de las patologias cardiovasculares
inflamatorias, el complejo CyPAy su ligando natural EMMPRIN, van a ser determinantes

para la progresion de la enfermedad.

Nuestra hipotesis queremos hacerla extensiva en dos patologias: el 1AM vy la
aterosclerosis asociada al envejecimiento. Nuestros datos preliminares en estudios con
el farmaco bradicardizante lvabradina (Hernandez et al., 2021; Tesoro et al., 2021;
Pascual et al., 2017) apuntan a que ademas de ejercer su accion sobre la corriente
marcapasos ftras el infarto y posterior shock cardiogénico agudo, su accién
cardioprotectora podria estar teniendo lugar sobre el efecto negativo que pudiera ejercer
sobre el complejo CyPA/EMMPRIN.

Asimismo, el desarrollo progresivo de la aterosclerosis es en muchas ocasiones, un
fendmeno que se dispara con la edad, en donde la disfuncién endotelial es causa
principal y se incrementa con el fendmeno de la senescencia endotelial asociada al
envejecimiento. Por este motivo creemos que cualquier circunstancia que induzca la
activacion de un patrén senescente podria disparar el fendbmeno aterogénico
independientemente de la edad. Asi, hipotetizamos que la edad endotelial y la edad
cronolégica de los individuos pueden diferir sustancialmente, lo que nos llevaria a
intentar estudiar la presencia de marcadores de caracter inflamatorio de la disfuncién
endotelial asociado al fendbmeno senescente en donde se pudieran detectar nuevas
dianas moleculares para intentar frenar el disparo aterosclerético, postulando
nuevamente la posible relevancia del complejo CyPA/EMMPRIN en el origen de la

enfermedad.
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2. OBJETIVOS

BLOQUE |y Il. BASES GENERALES DE LA INFLAMACION Y EL SINDROME
CORONARIO.

Objetivo Primario

Estudiar la posible contribucion del complejo CyPA/EMMPRIN como efector inflamatorio
y su posible utilizacién como diana terapéutica post IAM, analizando en base a los datos
preliminares de nuestro laboratorio, si mas alla del efecto bradicardizante de la
Ivabradina, esta pudiera estar ejerciendo un papel anti-inflamatorio a través del control

de este complejo.

Objetivos Secundarios

1. Analizar la expresién de CyPA en el modelo porcino de IAM tanto en la region
sana, como en las areas de riesgo y necrosada del ventriculo izquierdo y el
posible efecto que puede ejercer la Ivabradina como agente cardioprotector.

2. Evaluar el efecto modulador de la Ivabradina sobre la interaccion del complejo
inflamatorio CyPA/EMMPRIN en las tres regiones cardiacas mencionadas
anteriormente.

3. Determinar el efecto de la lvabradina sobre la secrecion sanguinea de CyPA tras

el infarto y su posible circulacion en el plasma en forma de EVs.

BLOQUE Iil. INFLAMACION Y ATEROSCLEROSIS

Objetivo Primario

Caracterizar la firma molecular asociada al posible complejo CyPA/EMMPRIN durante
el fendbmeno de la disfuncion endotelial subyacente a la pérdida de la funcion
vasorelajante asociada al desacoplamiento de eNOS como posible origen del fendmeno

senescente.

Objetivos Secundarios
1. Generacion de un modelo celular de senescencia endotelial replicativa en
endotelio humano de arterias aodrtica y coronaria. En dicho modelo,
pretendemos:

2. Analizar la expresion de los marcadores de inflamacién CyPA y EMMPRIN.

77



Hipotesis y objetivos

Analizar la expresion de eNOS y todos sus cofactores requeridos para la
produccion de NO.
Evaluar la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno,

al ser inductores del fendomeno senescente.

BLOQUE IV. NUEVAS DIANAS MOLECULARES ASOCIADAS A LA SENESCENCIA
ENDOTELIAL PARA EL TRATAMIENTO DE LA ATEROSCLEROSIS

Objetivo Primario

Estudiar la composicion y el efecto de la liberacidon de EVs asociadas a la senescencia

endotelial sobre el desarrollo de placa de ateroma en un modelo de raton aterosclerotico

deficiente para el gen ApoE.

Objetivos Secundarios

1.

Estudiar la capacidad de las EVs para inducir senescencia endotelial en cultivos
celulares de endotelio de aorta y coronaria humanas.

Evaluar el contenido protedmico de las EVs aisladas de plasma asociada a la
edad, provenientes de ratones ApoE™ jévenes y afiosos.

Caracterizar el efecto de las posibles nuevas dianas moleculares aisladas del
analisis protedmico sobre la senescencia endotelial mediante su silenciamiento
0 sobreexpresion génica en los modelos de senescencia endotelial replicativa.
Evaluar la funcion de las nuevas dianas moleculares en el desarrollo de

aterosclerosis, tanto en ratones de fenotipo salvaje como deficientes para ApoE.
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1. Reactivos

Los anticuerpos anti-NOX2 (ab129068), anti-DHFR (ab124814), anti-CypA (ab41684),
anti-EMMPRIN (ab64616), anti-MMP9 (ab38898), anti-MMP13 (ab39012), anti-CAP1
(ab155079), anti-PCSK9 (ab181142), anti-B-Tubulin (ab6046), anti-GAPDH (ab22555)
y el Kit de Deteccion de Senescencia (ab65351) fueron adquiridos de Abcam
(Cambridge, Reino Unido). El anticuerpo anti-Nitrotirosina (#06-284), el reactivo Oil Red
O (#00625-25G), la tincion Tricromica de Masson (#100485), el TTC (Cloruro de Trifenil
Tetrazolio, #108380), el Azul de Evans (Evans Blue, EB, #2129) y el MG132 (#474790)
fueron suministrados por Merck Milipore (Burlington, Massachusetts, EE. UU.). Los
anticuerpos anti-eNOS (SC-654) y anti-G-Agarosa (SC-2002) fueron obtenidos de Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE. UU.). Los anticuerpos anti-Hsp90 (MA1-
10892), anti-Dihidroetidio (D11347) y anti-GTP-Ciclohidrolasa (PA5-50508) fueron
adquiridos de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU.). El Medio Reducido en
Suero Opti-MEM (Cat. 31985047), el reactivo de transfeccion Lipofectamine RNAIMAX
(Cat. 13778100), y el Silenciador Selecto de siRNA Humano CAP1 (Cat. AM16708)
fueron adquiridos de Life Technologies (Carlsbad, CA, EE. UU.). El tefiidor RedSafe fue
adquirido por EcoGen (Madrid, Espana). El anticuerpo anti-ILK (#3862) provino de Cell
Signaling (Danvers, Massachusetts, EE. UU.). El Kit de ELISA para BH4 (MBS733839)
fue obtenido de MyBiosource (California, San Diego, EE. UU.). El Kit de ELISA para
BH2 (abx354212) fue suministrado por Abbexa (Sugar Land, Texas, EE. UU.). Los Kits
miRNeasy Serum/Plasma (217184) y RNeasy Mini Kit (74104) fueron adquiridos de
Qiagen (Hilden, Alemania). El Evolocumad fue adquirido a AMGEN (Amgen, Barcelona,
ESPANA) y suministrado por el servicio de Farmacia del Hospital Universitario Ramén
y Cajal. Las células endoteliales adrticas humanas (HAEC #6100) fueron adquiridas de
Science Cell (Carlsbad, California, EE. UU.). Las células endoteliales coronarias
humanas (CAEC) (H1169) fueron obtenidas de Cell Biologics (Chicago, lllinois, EE. UU.)
La linea de cardiomiocitos H9c2 fue obtenida de Merck Milipore (Merck Milipore,
Burlington, Massachusetts, USA). El farmaco Ivabradina fue cedido por los Laboratorios
Servier (Suresnes, Francia). La ketamina procedia de Pfizer (Nueva York, NY, EE. UU.),
el isoflurano de Abbvie (North Chicago, IL, EE. UU.), el Propofol de Fresenius (Bad
Homburg, Alemania), el Fentanilo de Kern Pharma (Madrid, Espana), el Diazepam de

Roche (Basilea, Suiza) y la Amiodarona de Sanofi Aventis (Gentilly, Francia).
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2. MODELOS ANIMALES DE INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO Y
ATEROSCLEROSIS

2.1 Modelo Porcino de Infarto Agudo de Miocardio

El presente estudio lo realizamos en un modelo porcino de IAM a través de la oclusion
de la arteria coronaria descendiente anterior (DA), mediante cateterismo e inflado de un
balén de angioplastia entre la segunda y tercera diagonal con el objetivo fundamental
de replicar un proceso patologico similar al observado en pacientes con insuficiencia
cardiaca tras isquemia y reperfusion miocardica con respuesta inflamatoria aguda.

La experimentacion animal la realizamos en el Servicio de Cirugia Experimental del
Hospital Universitario La Paz (Madrid, Espafa), dirigido por la Dra. Carlota Largo
Aramburu. La investigacion se ajusta a la Guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio publicada por los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (NIH
Publicacién N° 85-23, revisada en 1985) y el Comité Etico de Bienestar Animal y cumpli6
con la Directiva de la UE sobre animales de experimentacion (63/2010 UE) y la
legislacién espanola relacionada (RD 53/2013). PROEX 365-15 es el procedimiento
aprobado (10 de enero de 2020) por el comité ético de la administracion local de acuerdo
con las directrices practicas de rigor y reproducibilidad en estudios preclinicos y clinicos
de cardioproteccion.

Se utilizaron un total de 17 animales, los cuales fueron preanestesiados con Ketamina
(10 mg/Kg, Pfizer, Nueva York, EE. UU.) y Midazolam (0,5 mg/Kg, Braun, Alemania). La
anestesia inhalatoria se realizé con Sevoflorano (Abbvie, Madrid, Espafia) y mantenida
con Propofol (2 ml/Kg, Roche, Hoffman, Alemania). Tras el efecto anestésico inicial,
realizamos una ecocardiografia basal para conocer los parametros cardiacos que se
detallan mas adelante, antes del acceso vascular central donde se canalizo la arteria
femoral con un introductor 6F heparinizado, momento en el que ademas se administro
amiodarona (0,5 mg/Kg, Braun, Alemania) para evitar la ocurrencia de posibles
taquiarritmias. Progresamos el balén de angioplastia entre la segunda y tercera rama
diagonal de la arteria coronaria descendente anterior y una vez confirmado el correcto
posicionamiento del balén, este lo insuflamos a 4-6 ATM y se mantuvo durante 45
minutos. Durante la isquemia, tomamos los parametros hemodinamicos a los 15, 30 y
45 minutos, tiempo tras el cual llevamos cabo el desinflado del balén de angioplastia y
administramos de forma aleatoria lvabradina a una concentracion de 0,5 mg/kg (Servier,
Francia) o placebo a 0,5 mg/kg (solucion salina). Ambos tratamientos se administraron
tras los 60 minutos después del infarto de miocardio. Una vez completado el
procedimiento y con los parametros hemodinamicos estables, realizamos un segundo

estudio ecocardiografico (Figura 1).
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Figura 1. A. Angiografia de la anatomia coronaria. Posicionamiento del balon de angioplastia en la DEA.
B. Balon de angioplastias insuflado. C. Electrocardiograma pre y post Isquemia. Elevacién del segmento
ST (SCACEST)).

2.2 Modelo murino de aterosclerosis

Este modelo lo llevamos a cabo en el Departamento de Cirugia Experimental de la
Universidad Francisco de Vitoria (Pozuelo de Alarcon, Espafia). Los procedimientos se
ajustaron a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio publicada por los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos (NIH, Publicacion No. 85-23,
revisada en 1985), el Comité de Etica en Bienestar Animal, la Directiva de la UE sobre
animales de experimentacién (63/2010 UE) y la legislacion espafola relacionada (RD
53/2013). Los ratones jovenes deficiente del gen de Apolipoproteina E (ApoE™) tenian
una edad de 8 semanas, mientras que los ratones de mayor edad contaban con 24
meses al ser estabulados y mantenidos durante un periodo de 12 semanas con una

dieta rica en colesterol y grasas. Cada 4 semanas, extraiamos sangre de cada raton,
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utilizando una lanceta 21G a través del seno venoso submandibular, hasta un volumen
maximo de 100 pl por raton. Tras 12 semanas de alimentacion con la dieta
hipercolesterolémica, procedimos al sacrificio de los animales, y realizamos la
extraccion y recopilacion de las aortas para su posterior procesamiento. Una vez
obtenida la muestra de sangre, llevamos a cabo el aislamiento de la aorta, junto con el
corazén y los pulmones. Posteriormente, al separar la aorta de otros tejidos, realizamos
un lavado con suero fisioldgico frio (solucién de NaCl al 0,9%) y eliminamos los residuos

de grasa presentes en su entorno.

3. Valoracion de la funcién cardiaca mediante ecocardiografia

Para evaluar la funcionalidad miocardica tras el IAM, y a los tiempos pre, post y tras 7
dias de reperfusion, llevamos a cabo un analisis ecocardiografico utilizando el sistema
portatil Vivid Q ultrasound de GE Healthcare, equipado con la sonda especifica para
anima grande (1.9-4 MHz). Tomamos diferentes planos, adquiriendo las imagenes del
eje corto paraesternal izquierdo en modo Bidimensional B para ubicar con precision el
area ventricular izquierda. Posteriormente utilizamos el modo Monodimensional M para
calcular los siguientes parametros de funcion cardiaca, y en especial, el parametro la
Fraccion de Eyeccion Ventricular Izquierda (FEVI), la cual se puede definir como el
porcentaje de sangre que el corazon puede bombear con cada latido. Un ventriculo
izquierdo fisiolégico expulsa aproximadamente del 55% al 60% de la sangre que
contiene. Ademas, evaluamos los siguientes parametros (Tabla 1): el grosor del tabique
intraventricular telediastélico (IVS), el diametro interno del ventriculo izquierdo al final
de la diastole (LVID), el grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo en
telediastole y telesistole (LVPW), la fraccion de acortamiento del ventriculo izquierdo

(FS), la frecuencia cardiaca (FC) y el gasto cardiaco (GC).

Parametro ecocardiografico

Fraccidon de Eyeccion Ventricular FEVI
Grosor del Tabique Intraventricular IVS
Diametro interno del Ventriculo Izquierdo en Diastole LVID

Pared Posterior Ventriculo Izquierdo en Telediastole y

Telesistole LvPW
Fraccion de Acortamiento FS
Frecuencia Cardiaca FC
Gasto Cardiaco GC

Tabla 1. Parametros ecocardiograficos
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4. Cultivos celulares

Cultivamos las células de la linea H9c2 (linea subclonal de cardiomiocitos embrionarios
BD1X original) en Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con un
10% de Suero Bovino Fetal (FBS) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EE. UU.), 50 mg/mL
de penicilina y 50 mg/mL de estreptomicina (Invitrogen, Waltham, MA, EE. UU.) e
incubamos a 37 °C en una atmésfera humidificada al 5% de CO,. Ademas, sometimos
a estas células en condiciones de hipoxia en incubadores que recreaban una atmésfera
humidificada al 1% de Oz, 5% de CO2 y 94% de N2. Tratamos las células H9c2 con una
solucion 5 mM de lvabradina (Servier Laboratorio, Suresnes, Francia), 15 yM de MG132
y 10 pyM de cloroquina para testar distintas condiciones.

Sembramos las células endoteliales de aorta humana HAEC, (Science Cell, Carlsbad,
California, USA) y de arteria coronaria humana CAEC, (Cell Biologics, Chicago, lllinois,
USA) en placas de Petri de 100mm de diametro (Merck Milipore, Burlington,
Massachusetts, USA) utilizando un medio de crecimiento especifico endotelial (500 ml
de Medio endotelial H1168, 0,5 ml de Factor de Crecimiento de Endotelio Vascular ( del
inglés, VEGF), 0,5 ml de Heparina, Factor de Crecimiento de Fibroblastos (del inglés,
FGF)), al que afiadimos 10% Suero Fetal Bovino (del inglés, FBS) y 5 mg/ml de
penicilina/estreptomicina (P/S). Previamente a la siembra, tratamos las placas con 75
pl/ml de fibronectina durante dos horas para la linea celular HAEC y con 1 ml de gelatina
durante 5 min para la linea celular CAEC, con el objetivo de crear una matriz donde
puedan llevar a cabo el crecimiento en cultivo. Tras descongelar los viales de células,
éstas las cultivamos durante 48 horas en un incubador bajo condiciones de 5% de CO2
y una temperatura de 37°C.

Para llevar a cabo los subcultivos, una vez que las células alcanzaron una confluencia
entorno al 80%, procedimos a retirar el medio de cultivo, realizamos dos lavados con
tampon PBS y posteriormente anadimos 1 ml de Tripsina al 0,25% para el levantamiento
quimico de las células. Transcurridos 5 minutos de incubacion con Tripsina,
recolectamos las células y realizamos los subcultivos a una proporcion de 1:4. De esta
manera, continuamos el cultivo segun el procedimiento previamente descrito. De esta
manera, pudimos cultivar las dos lineas celulares, desde el pase temprano (P1) hasta

el pase mas tardio (P12).

5. Ensayo de senescencia B-galactosidasa.

La deteccion de la B-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-Gal) la llevamos a
cabo en los distintos pases celulares de HAEC y CAEC. En este procedimiento, fijamos

las células con un 1% de formaldehido, lavadas con tampén PBS, y posteriormente
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expuestas a una solucion de X-Gal ( 20 mg de 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-beta en 1 ml
de Dimetll Sulféxido (DMSO)) durante 1 hora a 37 °C. Tras la incubacion, lavamos las
células con tampon PBS y posteriormente, las observamos bajo un microscopio de
campo claro para la captura de imagenes. Para medir la senescencia en el cultivo
celular, contamos las células positivas azules para -gal y las relativizamos al numero
total de células en el campo claro. Para determinar la actividad senescente en las aortas,
transformamos las imagenes al formato de 16 bits, eliminamos el ruido de fondo y
medimos la emisién del azul para relativizarlo con respecto a toda la aorta mediante el

programa Imaged version 1.53 (Java, Wayne Rasband, EE. UU.).

6. Toma, procesado y analisis histolégicos de muestras

6.1 Valoracion del IAM mediante Evans Blue

Para el analisis histopatoldgico del corazén en los cerdos, tras 7 dias de reperfusion,
seguimos el mismo protocolo descrito en el apartado 2.1 de esta seccion de Materiales
y Métodos. Durante el procedimiento, de nuevo volvemos a ocluir la arteria coronaria
descendiente anterior (DA) en el mismo punto de la oclusion inicial, utilizando las
mismas referencias anatomicas angiograficas. Ademas, introdujimos un segundo
catéter por la arteria femoral libre, apoyandolo en el ventriculo izquierdo (VI) del animal.
Este segundo catéter, conocido como Pigtail, se empled para perfundir la solucion del
colorante Evans Blue al 5% en NaCl al 0,9% directamente en el VI tras el inflado del
baldn de angioplastia en la DA. Esto permite que el colorante se distribuya a través del
VI perfundiendo en todos los tejidos del animal, excepto la zona del corazén que estaba
ocluida por el balon de angioplastia. Esta técnica nos permitié diferenciar entre el
miocardio sano (S), el area de riesgo (R) y el area infartada (I). Posteriormente,
procedimos a la eutanasia del animal, aislamos el corazén, lo almacenamos a -20°C
para realizar secciones transversales de 8 mm de grosor en su eje corto. Estas
secciones las incubamos en presencia de cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) diluido al 1%
en NaCl al 0,9% a 37°C durante 20 minutos. La incubacién con TTC permite identificar
tejidos metabdlicamente activos, revelando actividad mitocondrial mediante la formacion
de Formazan rojo. Finalmente, las secciones las fijamos con una solucién de
paraformaldehido (PFA) al 10% y tomamos las distintas fotografias de las diferentes

secciones.
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6.2 Extraccion de Sangre y Aislamiento de Plasma

Obtuvimos las muestras de sangre de los animales en tubos de citrato de sodio (363086)
(BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) a través de un sangrado submandibular
(facial) en ratones y a través del introductor 6F enclavado en la arteria femoral del cerdo.
Centrifugamos las muestras de sangre a 400g durante 10 minutos, y el plasma

resultante se almacend a -80°C.

6.3 Aislamiento de Vesiculas Extracelulares.

Centrifugamos el plasma de raton de forma inicial a 2400XG durante 15 minutos a 4°C,
utilizando una centrifuga Eppendorf 5415 R, con el fin de eliminar células muertas y
residuos celulares. Posteriormente, llevamos a cabo una segunda centrifugacion a
12.000XG durante 5 minutos a 4°C en el mismo rotor para descartar cuerpos
apoptéticos. El sobrenadante resultante los sometimos a una tercera centrifugacion de
mayor intensidad a 20.500XG durante 50 minutos a 4°C. Tras esta etapa, el sedimento
obtenido lo resuspendimos en tampdn PBS (previamente filtrado mediante filtros de 0.22
Mm) en un volumen igual a la inicial del sobrenadante. Finalmente, aislamos el
sobrenadante y lo destinamos para los métodos empleados, cuantificandolo mediante

la técnica BCA o para su almacenamiento a -80°C.

6.4 Histologia y Tincién Oil Red O

Después de sacrificar a los animales, procedimos al aislamiento del tejido, al que
sumergimos en agua destilada para posteriormente ser deshidratado gradualmente con
etanol, comenzando con una concentracion del 70% y aumentando hasta el 100%.
Posteriormente, tratamos el tejido con Xilol para facilitar su inclusién en parafina
utilizando un molde metalico. A partir de los bloques de parafina, obtuvimos secciones
histolégicas de 5 ym de grosor mediante el micrétomo de Thermo Fisher Scientific.
Posteriormente, depositamos los cortes en agua a 37°C y los incluimos en portaobjetos
recubiertos de Polilisina para a continuacién desparafinar las muestras incubandolas
durante 24 horas a 60°C, seguido de una segunda incubacién con xilol. Finalmente,
rehidratamos las muestras utilizando una serie de concentraciones decrecientes de
etanol (100-70%) y volver a incubarlas en agua destilada. En este paso, por un lado, las
muestras de las diferentes areas del corazén las empleamos para llevar a cabo una
tincion de Hematoxilina/Eosina para determinar la estructura anatémica tras la I/R,

mientras que por otra parte, el dia del sacrificio del animal, tras la exsanguinacion,
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aislamos la aorta intacta. En primer lugar, llevamos a cabo una tincién con
Hematoxilina/Eosina con el fin de examinar la morfologia de la placa de ateroma en las
aortas de ratones jovenes y ancianos. Paralelamente, para identificar los lipidos,
utilizamos la tincion de Oil Red O (ORO) en las arterias completas. Sumergimos las
aortas en formalina y las lavamos tres veces con tampén PBS, posteriormente se
incubaron durante una hora en ORO (6 mg/ml en isopropanol al 60%) y las lavamos a
continuacion durante 30 minutos en isopropanol al 60% (Figura 2). Tomamos
fotografias de las aortas para determinar los depdsitos de colesterol, y la cuantificacion
de lipidos lo realizamos mediante software de analisis de imagenes ImageJ version 1.53
(Java, Wayne Rasband, EE.UU.).
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Figura 2. Modelo aterosclerético en ratones ApoE”~ y toma de muestras.

6.5 Inmunohistoquimica

Una vez aisladas tanto las aortas de raton como las diferentes muestras de los
corazones de cerdo las incluimos en parafina para su seccién. Los respectivos cortes
los sometimos al correspondiente desparafinado e hidrataciéon para posteriormente ser
sometidas a un proceso de desenmascaramiento antigénico utilizando tampon citrato
con un pH de 6 (Dako, Glostrup, Dinamarca) para recuperar la inmunoreactividad de
posibles epitopos enmascarados en la preparacion. Posteriormente, inactivamos la
peroxidasa endogena durante 10 minutos e incubamos con el correspondiente
anticuerpo primario durante 24 horas a temperatura ambiente, utilizando la dilucion
recomendada por el proveedor. El exceso de anticuerpo primario, lo eliminamos con tres
lavados con tampén PBS, para a continuacion incubar las muestras durante 1 hora con
el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) a la dilucion
recomendada. Finalmente, después de repetidos lavados con tampén PBS, aplicamos
el reactivo cromégeno diaminobencidina (DAB), que, al reaccionar con la enzima HRP
conjugada con el anticuerpo secundario, genera un color marron en el espectro visible.
Para visualizar los nucleos celulares, realizamos una contra tincién con HE y montamos

las preparaciones con un medio de montaje compuesto por resina acrilica a base de
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xileno (DPX). Al final obtuvimos las imagenes con un microscopio de campo claro en el

servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario Ramoén y Cajal.

6.6 Inmunofluorescencia

Tanto las lineas celulares HAEC, CAEC y H9c2 como las muestras tisulares de los
corazones las incluimos en cubreobjetos y las fijamos utilizando paraformaldehido al
3.5% durante 10 minutos. Posteriormente, realizamos dos lavados con tampén PBS y
procedimos a la permeabilizacidon con metanol frio durante 15 minutos. Tras otro ciclo
de lavado, incubamos las muestras durante 1 hora con suero de albumina bovina (BSA)
al 3%. Seguidamente, realizamos lavados con PBS y llevamos a cabo incubaciones con
los anticuerpos primarios correspondientes (diluidos en PBS+BSA 0.1%) durante 1 hora.
Para eliminar los restos de anticuerpo primario, realizamos 4 lavados con tampén PBS,
seguidos de una incubacién de 1 hora con el correspondiente anticuerpo secundario
conjugado con un fluorocromo. Con el fin de visualizar los nucleos celulares, procedimos
a la incubacion de las muestras con el agente intercalante Hoecht. La tincion la
visualizamos utilizando el microscopio de confocal LEICA TCS-SP5 en el Centro de
Apoyo a la Investigaciéon en la facultad de Medicina, en la Universidad de Alcala de

Henares (Espafia).

7. Analisis de las proteinas del estudio

7.1 Obtencion, cuantificacion y analisis de proteinas

Hemos llevado a cabo el aislamiento de lisados proteicos procedentes tanto de células
en cultivo como de muestras tisulares empleando el tampon de extraccion y lisis
comercial "Pierce© RIPA" de Thermo Fisher Scientific. Este tampon consta de 1,5M de
NaCl, un 2,5% de acido desoxicélico, un 10% de NoniDet P40, 0,5M de Tris-HCIl y 10
mM de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) suplementado con una pastilla del
inhibidor de proteasas "cOmplete Mini" de Roche (Basilea, Suiza) y una pastilla de
inhibidor de fosfatasas "PhosSTOP EASYpack" de Roche. Posteriormente, incubamos
los lisados a 4°C durante 30 minutos en rotacion y los centrifugamos a 1000XG durante
10 minutos. Una vez obtenido el sobrenadante que contiene el extracto proteico,
cuantificamos la concentracion de proteinas mediante la técnica colorimétrica con Acido

Bicinconimico (BCA) de Thermo Fisher, siguiendo las indicaciones del fabricante.
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7.2 Deteccidn de proteinas mediante Western Blot (inmunoblot)

Con el proposito de detectar la expresion de proteinas y su cuantificacion, utilizamos
una cantidad de 20 ug de extracto proteico total en ensayos de Western Blot. Para ello,
el extracto proteico se combind con un tampén de carga compuesto por B-
mercaptoetanol 1x y Laemli Sample Buffer 1x, que contiene azul de bromofenol al
0.004%, 400 mM de DTT, 0.125 de Tris, un 20% de glicerol y SDS al 4%. A continuacion,
incubamos la mezcla durante 5 minutos a 95°C con el objetivo de reducir y
desnaturalizar las proteinas, permitiendo asi la accesibilidad del anticuerpo a su sitio de
unién en la estructura primaria de las proteinas. Separamos las proteinas mediante
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida con una concentracion variable segun el
peso molecular de la proteina objetivo. Utilizamos un tampdn Tris Glicina 1xy SDS 20%.
Posteriormente, las proteinas las transferimos a membranas de polifluoruro de vinilideno
(PVDF) mediante un tampén de transferencia compuesto por Tris Glicina 1x y 20% de
metanol, utilizando un método de transferencia semiseco con el equipo Trans-Blot Turbo
Transfer System de Bio-Rad.

Las membranas las sometimos a un proceso de bloqueo con albumina de suero bovino
(BSA) diluida al 3% en tampodn tris salino compuesto por 25 mM Tris, 150 mM NaCl,
0.05 % Tween-20, pH 7.4 o tampdn tris salino con el detergente Tween 20 (TTBS, para
posteriormente incubarlas con el correspondiente anticuerpo primario, diluido en tampén
BSA al 1.5%, a 4°C en rotacion durante 16 horas. Después de este periodo, lavamos
las membranas tres veces con tampon TTBS para eliminar el exceso de anticuerpo
primario y las incubamos con el anticuerpo secundario conjugado con HRP durante 30
minutos a temperatura ambiente en agitacion. Posteriormente, lavamos nuevamente las
membranas tres veces con tampon TTBS, eliminamos el exceso de humedad y
finalmente procedimos a la deteccion de las proteinas mediante luminiscencia utilizando
el kit "Pierce ECL Western Blotting Substrate" de Thermo Fisher Scientific, con un
equipo de deteccién de quimioluminiscencia Fusion Solo-S (Vilber Lourmant, Collégien,
Francia), junto con el software Fusion-Capt para la deteccion especifica de las
proteinas. Las proteinas las cuantificamos comparando sus niveles de expresion con
los de las proteinas reportadoras gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) o

B-Tubulina, al supuestamente no variar sus niveles de expresion con los tratamientos.
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7.3 Inmunoprecipitaciéon

Para llevar a cabo la inmunoprecipitacion, incubamos 500 pg de extracto proteico con 8
Mg del correspondiente anticuerpo primario a 4°C durante 24 horas, en agitacion. A
continuacion, agregamos 30 uL de proteina A/G-Agarosa (de Santa Cruz, Texas, EE.
UU.) e incubamos la mezcla durante 2 horas adicionales. Seguidamente, centrifugamos
los complejos a 3.000XG durante 5 minutos, realizando tres lavados con tampon PBS
filtrado. Por dltimo, resuspendimos los pellets que contenian los extractos
inmunoprecipitados en tampén de carga RIPA (Merck Milipore, EE. UU.) para su
posterior separacion mediante electroforesis y deteccién mediante inmunoblot, con el
anticuerpo primario de la otra proteina que queremos detectar en el complejo, como se

ha descrito previamente.

7.4 Analisis Protedmico de las Vesiculas Extracelulares

Para analizar el contenido de las vesiculas realizamos un analisis protedmico utilizando
el espectréometro de masas hibrido cuadrupolo-Orbitrap Q Exactive™ HF-X (Thermo
Scientific) en la unidad de protedmica de los Servicios Centrales a la Investigacién de la
Universidad de Malaga (Malaga, Espana). Este espectrometro combina un analizador
de masas de alta resolucion y masa precisa (HRAM) con una ultra alta resolucion en el
Orbitrap con una potencia de resolucion maxima de 240,000 a m/z 200 (ancho completo
a la mitad). La identificacion de proteinas de vesiculas extracelulares se realizd
utilizando la base de datos UniProtKB de Mus musculus (version 2023-03-01),
identificando un total de 424 proteinas, de las cuales 187 cumplen con los siguientes

criterios:

o Son proteinas "Maestras" dentro de su grupo de proteinas (incluye isoformas).
Porcentaje de falsos positivos < 1.
o Las muestras se normalizaron a la misma concentracion de proteinas antes del

analisis.

8. Cuantificacion de cofactores mediante ELISA.

Para la evaluacion de los cofactores de BH2 y BH4, utilizamos dos kits ELISA de manera
independiente (ver apartado de materiales en esta seccion), de acuerdo con las

instrucciones suministradas por los proveedores de los reactivos. Las lecturas de las
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placas las realizamos mediante espectrofotometria en un equipo Hospital Universitario

Ramén y Cajal.

9. Estudio de la expresion de acidos nucleicos
9.1. Aislamiento de ARN y PCR-RT

Aislamos el ARN total de las tres areas de los corazones de los animales utilizando el
kit RNeasy Mini siguiendo las instrucciones del fabricante (Qiagen) y su posterior
cuantificacion mediante espectrofotometria (NanoDrop). Posteriormente realizamos la
transcripcién inversa del ARN, y los cADN correspondientes utilizando cebadores
especificos para la CyPA. La amplificacion la realizamos con un programa de PCR
consistente en 30 ciclos que comprenden una desnaturacién durante 30 segundos a
95°C, alineacion de cebadores 30 segundos a 66°C, y una extension de cebadores
durante 60 segundos a 72°C. Los correspondientes cADN los separamos en geles

horizontales de agarosa al 4%, visualizandolos con tincién RedSafe (EcoGen).

9.2 Silenciamiento de CAP1 en células HAEC y CAEC.

Las células endoteliales adrticas humanas (HAEC) y las células endoteliales coronarias
humanas (CAEC) las sembramos en placas de cultivo de 6 pocillos con 2 ml de medio
de cultivo. Procedimos a transfectar el siRNA de CAP1 (ARN de interferencia selecto
para CAP1 en H.Sapiens, AM16708) de Life Technologies (Carlsbad, CA, EE. UU.) en
medio Opti-MEM con suero reducido, en presencia de Lipofectamina RNAIMAX
siguiendo las instrucciones del fabricante. La transfeccién la realizamos durante 24
horas, tiempo tras el cual reemplazamos del medio de cultivo para proceder finalmente

con la extraccién de proteinas.

9.3. Transfeccion del plasmido CAP1 en células HAEC y CAEC.

Sembramos las células HAEC y CAEC en placas de Petri de 35 mm y las incubamos
durante 24 con la mezcla de transfeccién que contiene el reactivo de transfeccion
Lipofectamine RNAIMAX (Thermo Fisher), junto con un 1 ug de ADN plasmido (CAP1
(NM_001105530; ADNCc contenido en el vector pLenti-C-mGFP-P2A-Puro con dos sitios
de restriccion Sgfl-Mlul y selecto para el antibiético Puromicina))) (Origene, Rockville,
Maryland, EE.UU), en un medio suplementado con neomicina (500 pg/ml) a 37°C con
una atmosfera de CO2 (Figura 3A). Después de retirar los reactivos de transfeccion,
lavamos las células dos veces con medio de cultivo precalentado y luego las cultivamos

durante 48 horas adicionales para realizar la seleccion positiva de aquellas células que
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solo habian sido transfectadas. Posteriormente, realizamos un ensayo p-galactosidasa

para evaluar su actividad senescente (Figura 3B)
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Figura 3. Tratamiento de células endoteliales
A. Estructura Plasmido pCAP1
B.Silenciamiento mediante siRNA (siRNA CAP1) y transfeccién de plasmido (cADN CAP1) en lineas
endoteliales HAEC y CAEC.

10. Estudio Humano

Se obtuvieron muestras de endarterectomia carotidea humana de 6 pacientes (3
hombres mayores de 80 afios y 3 hombres menores de 60 afios) con una estenosis
carotidea >70%, segun lo mostrado por angiografia y ecografia en el servicio de imagen
de cardiologia del Hospital Ramoén y Cajal. Todas las muestras se obtuvieron como

residuos quirurgicos de acuerdo con las regulaciones del comité de ética local.

11. Analisis Estadistico

Todos los datos los analizamos mediante el paquete estadistico SPSS 22.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EE. UU.), presentando los valores como media + desviacion estandar de
las muestras, empleando unos niveles de significacion estadistica del 5%. Cuando
realizamos comparaciones con un control comun, llevamos a cabo un analisis de

varianza seguido de la modificacion de la prueba t de Dunnett. Consideramos
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diferencias significativas con valores de p fue inferiores a 0,05 en todos los célculos

estadisticos realizados
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BLOQUE | y Il. BASES GENERALES DE LA INFLAMACION Y SINDROME
CORONARIO.

1. La Ivabradina induce cardioproteccion en un modelo porcino de
Isquemia/Reperfusion miocardica.

Como ya hemos mencionado, la lvabradina es un farmaco bradicardizante sobre la
corriente marcapasos I, disefiada originalmente como un antagonista selectivo del canal
HCN4, de ahi su efecto sobre la frecuencia cardiaca. Nuestro grupo de investigacion
previamente demostrd el efecto cardioprotector de la Ivabradina en un modelo de IAM
(Ramirez-Carracedo et al., 2020; Tesoro et al., 2021; Pascual et al., 2017), en donde el
grado de cardioproteccion ejercida por el farmaco deberia ir mas alld del mero efecto
sobre el canal de la corriente marcapasos. Por este motivo, y teniendo en cuenta la
respuesta inflamatoria que surge tras la isquemia, decidimos investigar el potencial
efecto de la Ivabradina en un modelo de IR miocardica porcina.

Para determinar en nuestro modelo porcino (ver Métodos por los detalles del
procedimiento) la extension y tamafio del infarto de miocardio y analizar el posible efecto
antinflamatorio de la Ivabradina, inyectamos 0,3 mg/kg de Ivabradina por via
intravenosa, evaluando mediante ecocardiografia la funcion cardiaca tras el tratamiento.
Del total de parametros evaluados (ver seccién de Métodos en el listado de parametros
cardiacos), elegimos la Fraccion de Eyeccion del Ventriculo Izquierdo (FEVI), como
marcador determinante al igual que sucede en humanos, observando una mejora
significativa de este parametro en animales tratados con lvabradina en comparacion con
el grupo Placebo a los 7 dias posteriores a la IR (Figura 1A). Con el objetivo de
profundizar sobre la mejora funcional del ventriculo izquierdo, quisimos ademas evaluar
la extension del area necrosada mediante doble tincion Evans Blue (EB) / cloruro de
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) en secciones trasversales del eje corto paraesternal de los
corazones (ver metodologia por los detalles del procedimiento), donde identificamos el
area perfundida en color azul (area sana), el area de riesgo en rojo (tejido miocardico
bajo el punto de la oclusién coronaria, viable, con capacidad de ser perfundido, pero
susceptible de sufrir necrosis dada la oclusion) y el area infartada necrética en color
blanco, (no es susceptible a la perfusiéon ni permeable al TTC), demostrando un efecto

cardioprotector de la Ivabradina frente a la IR (Figura 1B).
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Figura 1. La Ivabradina induce cardioproteccion en cerdos sometidos a Isquemia/Reperfusion (IR).

A) Valores de FEVI obtenidos en a los 0 y 7 dias post-IR (N=9 Ivabradina/8 Placebo/3 Sham. Media + DE.
#p < 0,001 dia 0 Placebo vs Sham; p < 0,001 dia 0 Ivabradina vs Sham. * p < 0,05 dia 7 placebo vs.
Ivabradina. [ p < 0,001 dia 7 Placebo vs Sham. ¥ p < 0,001 dia 7 Ivabradina vs Sham)

B) Tincion doble EB/TTC realizada en secciones cardiacas de 0,5 cm aisladas tras 7 dias post-IR de cerdos
tratados con 0,3 mg/kg de Ivabradina y Placebo IR (N=9 Ivabradina/8 Placebo. Media + DE. *p < 0,05
Placebo vs Ivabradina.
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2. La Ivabradina aumenta la expresion de Ciclofilina A en los corazones de cerdos
tras la Isquemia/Reperfusion.

Nosotros previamente demostramos que, como parte de la respuesta inflamatoria, el
infarto de miocardio induce la expresiéon de EMMPRIN, mientras que la lvabradina,
mediante mecanismos aun por determinar, redujo los niveles de EMMPRIN tras la I/R
(Ramirez-Carracedo et al., 2020).

Para explorar el mecanismo por el que la Ivabradina puede estar ejerciendo tal efecto,
evaluamos la expresion de la Ciclofilina A (CyPA), ligando natural del receptor
EMMPRIN, y su papel clave como molécula inflamatoria. La deteccién mediante
inmunoblot de CyPA a partir de lisados proteicos extraidos de zonas sanas y necroticas
de corazones sometidos a I/R mostré que, en respuesta a la lvabradina, los niveles de
CyPA aumentaron significativamente en el area necrética tras los 7 dias post-I/R, en
comparacion con la zona sana de los mismos corazones (Figura 2A), mientras que con
el fin de dotar de validez a este resultado, también pudimos observar un aumento en los
niveles de CyPA en las mismas zonas seleccionadas mediante microscopia confocal en

los cortes histolégicos del ventriculo izquierdo (V1) (Figura 2B).

SANA NECROTICA

A B

0

o

w

S N S N g

CyPA - B
GAPDH | ™™ = = ==

PLACEBO IVABRADINA

IVABRADINA

6- (8= S B - 60-
. T :
& N E =
Rk 28 ¥
o 3 <
e 58
62" gg 20+
il | 32
0‘ T T o 0' T T
p 5 s <
5 = z (%)
] O < -
o » Lo
o x
z @
z

101



Resultados

Figura 2. La Ivabradina aumenta la expresion de Ciclofilina A en los corazones de cerdos sometidos
al/R

A) Expresion de CyPA mediante inmunoblot en las zonas sanas y necréticas de corazones de animales
tratados con Placebo o Ivabradina (N=9 Ivabradina/8 Placebo. Media + DE. *p<0.01 Placebo vs Ivabradina)
B) Microscopia confocal de CyPA (Alexa 647) en secciones sanas y necroticas de corazones (VI) aislados
de animales tratado con Placebo e Ivabradina (N=9 Ivabradina/8 Placebo. Media + DE. *p<0.01 Placebo vs

Ivabradina)

3. La Ivabradina reduce los niveles de CyPA en el plasma de los animales tras la
Isquemia/Reperfusion miocardica

Tras la respuesta inflamatoria desencadenada por la isquemia, la CyPA es secretada al
espacio extracelular, gracias a lo cual tiene la capacidad para formar complejos con
distintos receptores, entre los que, como ya hemos mencionado, se encuentra su
receptor natural EMMPRIN, desencadenando una cascada de sehfalizacion de dafo
cardiaco (Seizer et al., 2016). Por ello, nuestro siguiente objetivo fue valorar la expresion
de CyPA sanguinea circulante en respuesta a la Ivabradina. Asi pudimos constatar
mediante inmunoblot que los niveles plasmaticos de CyPA se redujeron
significativamente en comparacién con los encontrados en el grupo Placebo tras 7 dias
de reperfusion (Figura 3A). Ante este resultado, y con el objetivo de descartar un posible
efecto transcripcional de la lvabradina, procedimos a estudiar la transcripcién génica de
la CyPA en respuesta al tratamiento con lvabradina, destacando la ausencia de efecto
del farmaco a este nivel (Figura 3B). En conjunto, nuestros datos sugieren por vez
primera que uno de los mecanismos de cardioproteccién inducido por la Ivabradina
reside, al menos, y ademas de su efecto bradicardizante, en evitar la secrecion de CyPA
en la respuesta inflamatoria tras el IAM, evitando de esta forma la posibilidad

acomplejarse con receptores, entre otros, de inflamacion como es el caso de EMMPRIN.
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Figura 3. La Ivabradina reduce los niveles de CyPA plasmaticos post-I/R

A) Expresiéon de CyPA plasmatica mediante inmunoblot en los dias 0 y 7 post-I/R (N=9 Ivabradina/8
Placebo. Media + DE. *p<0.05 Placebo vs Ivabradina)

B) Expresion de ARNm de CyPA de secciones sanas y necroticas de corazones sometidos a IR en

respuesta a Placebo e Ivabradina (N=9 Ivabradina/8 Placebo. Media + DE).

4. La Ivabradina promueve el complejo entre CyPA y las formas bajamente
glicosiladas de EMMPRIN (LG-EMMPRIN).

Nuestro grupo de investigacién ha desvelado que, como parte de la respuesta
inflamatoria, las formas altamente glicosiladas de EMMPRIN (HG-EMMRPIN) inducen
la secrecion y en especial, la activacion de varias enzimas encargadas de la
degradacién de la matriz extracelular, la denominadas Metaloproteinasas (MMPs) de
matriz extracelular (Hernandez et al., 2021, Cuadrado et al., 2016). Ademas, uno de los
mecanismos que favorecen la activacion catalitica de EMMPRIN pasa por la uniéon de
CyPA en su domino Ig2, proceso activador de la cascada de sefalizacion inflamatoria.
Por lo tanto, nuestro siguiente paso fue analizar la contribucion de la Ivabradina en el
complejo entre CyPA y EMMPRIN en respuesta a la IR y como la glicosilacion de
EMMPRIN podria verse afectada. Utilizando anticuerpos especificos anti-EMMPRIN y
anti-CyPA, llevamos a cabo ensayos de inmunoprecipitacion a partir de extractos
proteicos procedentes de los corazones de animales tratados con Ivabradina,
detectando sorprendentemente un incremento de la formacién de complejos entre CyPA
y las formas bajamente glicosiladas de EMMPRIN (LG-EMPRIN) en respuesta al
farmaco (Figura 4A). Ademas, para confirmar que la actividad de EMMPRIN se veia
alterada, evaluamos la expresion de los niveles de MMP9, metaloproteasa crucial en el
proceso inflamatorio, observando un descenso significativo de su expresion bajo el
tratamiento con la Ivabradina (Figura 4B). En conjunto, nuestros datos demuestran que,
mas alla del efecto sobre la corriente Ir descrita anteriormente, la Ivabradina presenta
un claro efecto cardioprotector frente a los dafos posteriores a la reperfusion a través
del efecto negativo sobre la secrecion de CyPA, independientemente de su expresion
génica, asi como favoreciendo los complejos proteicos con LG-EMMPRIN, evitando de
esta forma, y aun sin desvelar el mecanismo, la glicosilacion de EMMPRIN y por tanto,

previniendo la degradacién de la matriz extracelular del miocardio tras la IR.
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Figura 4. La Ivabradina promueve la union de CyPA con las formas bajamente glicosiladas de
EMMPRIN (LG-EMMPRIN)

A) Inmunoprecipitacion de CyPA y EMMPRIN en las zonas sanas y necréticas de corazones tratados con
Placebo o Ivabradina (N=9 Ivabradina/8 Placebo. Media + DE. *p<0.05 Placebo vs Ivabradina)

B) Expresion de MMP9 mediante inmunoblot en las zonas sanas y necroticas de corazones tratados con
Placebo o Ivabradina (N=9 Ivabradina/8 Placebo. Media + DE).

5. La Ivabradina reduce la secrecion de CyPA en células cardiacas.

La secrecion de CyPA requiere de su transporte vesiculizado en forma de EVs, junto
con su posterior acoplamiento y fusién con la membrana plasmatica diana (Suzuki et al.,
2006). Por este motivo nosotros también quisimos analizar si la lvabradina pudiera tener
un efecto en el mecanismo secretor de la CyPA. Para ello, incubamos células cardiacas
H9c2 con lvabradina y visualizamos la posible colocalizacion de CyPA con la proteina
VAMP1 (del inglés Vesicle Associated Membrane Protein 1), uno de los principales

componentes de la maquinaria de la exocitosis denominados receptores de Proteinas
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de Fijacion Soluble de NSF (SNARE). La microscopia confocal mostré que la CyPA y
VAMP1 co-localizan en las células cardiacas, indicativo claro de la secrecion granular
de CyPA (Figura 5 Panel Superior, T0), mientras que, por el contrario, la co-
localizacion se redujo significativamente en la primera hora en respuesta a la lvabradina
de forma tiempo dependiente (Figura 5, Paneles Inferiores T1, T2, T4, T8). Por lo tanto,
nuestros resultados nos permiten afirmar que la Ivabradina, ademas de lo citado
anteriormente, también podria modular su mecanismo de secrecién, dando asi

respuesta su papel inhibitorio sobre la secrecién sanguinea de CyPA.

Co-
CyPA  Merged |ocalizacié

VAMP
-. . - Oh

---. )

Figura 5. La Ivabradina reduce la secrecion de CyPA en células cardiacas.
Microscopia confocal de VAMP1 (FITC) y CyPA (Alexa 647) en células H9c2 tratadas con 5 mM de
Ivabradina durante 0,1,2,4 y 8 horas (Tiempo). Las imagenes fusionadas muestran la co-localizacion de

ambas sefiales (amarillo). N=3 Media + DE. *p<0.05
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6. La lIvabradina disminuye la degradacion lisosomal del CyPA en células
cardiacas.

Los resultados mostrados hasta el momento , indican claramente el efecto de la
Ivabradina sobre el incremento de los niveles enddgenos de CyPA en el corazén de los
animales, aunque evita asi su secrecion al torrente sanguineo en respuesta a la IR, a
través de la regulacion exosomal del farmaco. Sin embargo, y ante la sospecha de un
posible efecto de la Ivabradina sobre la degradacion de la CyPA, estudiamos el efecto
en células cardiacas H9c2 incubadas con 5 mM de Ivabradina y 10 mM del inhibidor
selectivo lisosomal, la cloroquina (CQ), visualizando mediante microscopia confocal la
presencia del marcador clasico lisosomal temprano EEA1(del inglés Early Endosomal
Associated-1), mostrando que tanto CyPA como EEA1 co-localizan en respuesta a
Ivabradina, CQ y la combinacion de ambos estimulos, o que nos sugiere que la
Ivabradina previene la degradacion lisosomal de la CyPA, aunque el hecho de no verse
afectada dicha colocalizacion con los dos estimulos nos sugiera que la degradacion de
la CyPA, ademas de la via lisosomal, debe tener lugar a través de un mecanismo
independiente inducido por el farmaco (Figura 6A). Para averiguar una posible
contribucién por la via del proteasoma, el efecto de la co-incubacion de las células H9¢c2
con 5 mM de Ivabradina y 15 mM del inhibidor del proteasoma MG-132 mostré el mismo
efecto (Figura 6B), lo que abre la posibilidad del estudio de rutas alternativas que
expliquen la/s causals por las que el farmaco, ademas de la degradacion lisosomal y
por el proteasoma, pueda estar ejerciendo un efecto adicional aun por definir.

Sea como fuere, el conjunto de resultados obtenidos en el modelo de IR porcina
posiciona inequivocamente a la lvabradina como agente cardioprotector en la
prevencion de la respuesta inflamatoria generada por la CyPA en varios niveles de

actuacion.
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Figura 6. La Ivabradina no tiene efecto en la degradacion de CyPA.

A) Microscopia confocal de CyPA (FITC) y EEA (Alexa 647) en células H9c2 tratadas con Ivabradina y Cloroquina (CQ)
Las imagenes fusionadas muestran la co-localizacién de ambas sefiales (amarillo). (N=3)

B) Expresién de CyPA mediante inmunoblot en células H9c2 tratadas con Ivabradina y Cloroquina (CQ). (N=3. Media
DE. * p < 0.03 Control vs. Ivabradine. # p < 0.01 Control vs.

Cloroquina (CQ), $ p < 0.006 Control vs. IVA/CQ).

C) Expresion de CyPA mediante inmunoblot en células H9c2 tratadas con Ivabradina y MG-132 (MG). (N=3. Media + DE.
*p < 0.003 Control vs. Ivabradine. # p < 0.005 Control vs. Cloroquina (CQ), $ p < 0.005 Control vs. IVA/CQ).
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BLOQUE Iy II. BASES GENERALES DE LA INFLAMACION Y EL SINDROME
CORONARIO.

Resumen

1. La Ivabradina induce cardioproteccion en un modelo porcino de Isquemia/Reperfusion
reduciendo el tamafio de la zona necrosada.

2. La Ivabradina incrementa la expresion de CyPA en las zonas necrosadas de los
corazones y reduce los niveles plasmaticos de CyPA post-I/R

3. La Ivabradina promueve el complejo entre el CyPA y las formas bajamente glicosiladas
de EMMPRIN (LG-EMMPRIN) como mecanismo antiinflamatorio frente a la I/R.

4. La Ivabradina reduce la secrecion de CyPA en células cardiacas a través de la
modulacion de la maquinaria de exocitosis

5. La Ivabradina no participa en la degradacion lisosomal de CyPA.
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BLOQUE IIl. INFLAMACION Y ATEROSCLEROSIS.

1. Los cultivos celulares de endotelio vascular de arteria aorta y coronaria son
utilizados como modelo denominado de senescencia replicativa.

En este bloque de la Tesis doctoral, quisimos valorar la relacion que puede existir entre
el fenomeno de disfuncion endotelial (DE) y el fenotipo senescente endotelial, con el
objetivo de hallar nuevas dianas moleculares que nos permitan actuar con la finalidad
de evitar la senescencia endotelial (SE) que en definitiva es responsable en buena parte
del fenotipo disfuncional asociado con la edad, origen de diversas patologias
cardiovasculares.

Lo primero fue establecer un modelo de Senescencia Endotelial (SE) replicativa en las
lineas celulares HAEC (Células Endoteliales de arteria Aorta Humana) y CAEC (Células
Endoteliales de arteria Coronaria Humana) que abarca los pases celulares desde P1 a
P12, empleando el ensayo colorimétrico B-Galactosidasa como indicador de
senescencia, como anteriormente citamos. Nuestros resultados mostraron una clara
correlacion negativa entre la poblacién de células vivas y la aparicion de células
endoteliales positivas para p-Gal. El aumento de la SE se incrementd a partir del P5
para ambos tipos celulares (Figura 7), lo que subraya que este modelo pueda ser
extrapolable a lo que sucede de forma fisioldgica durante el envejecimiento vascular en
ser humano (Jimenez Trinidad et al., 2021) y por lo tanto, base para nuestra busqueda

de nuevos marcadores.
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Figura 7. Induccién de senescencia en HAEC y CAEC cultivadas.

Tincion de p-galactosidasa en HAEC y CAEC cultivadas desde el Pase P1 hasta el P12. N=3 Media + DE.
*P<0.05 P1 vs P5. #P<0.01 P1 vs P8, P10, P12 (HAEC). *P<0.01 P1 vs P5, P8. #p<0.001 P1 vs P10, P12
(CAEC).

2. La ausencia de Oxido Nitrico (NO) endotelial se asocia con la Disfuncion
Endotelial asociada a la SE.

Como hemos citado en la introduccidn, la DE se define como la pérdida de la capacidad
relajante de los vasos dependiente del endotelio, proceso en el que la ausencia de Oxido
Nitrico (NO) desempefia un papel fundamental. A la luz de esto, nuestra investigacion
inicial se centrdé en evaluar la regulacion de la sefalizacion del NO en respuesta al
envejecimiento de las células HAEC y CAEC. Por ello, en primer lugar, examinamos
mediante inmunoblot la expresion de la Oxido Nitrico Sintasa Endotelial (eNOS) a partir
de lisados celulares desde P1 hasta P12, mostrando una disminucion significativamente
progresiva en su expresion, correlacionando de esta forma la DE con la SE (Figura 8A).
Una vez confirmada la pérdida de la expresion de eNOS, nos preguntamos si, ademas
de un descenso en el enzima productor de NO, se pudiera producir un descenso de NO
en relacion con la incapacidad del enzima para mantenerse funcional, para lo cual,
comenzamos a examinar los factores que intervienen en el mantenimiento de la
actividad eNOS, comenzando por la tetrahidrobiopterina (BH4), cofactor indispensable
para preservar a eNOS acoplada como veremos con posterioridad.

La pérdida de BH4 o su no disponibilidad (su oxidacion a dihidrobiopterina (BH2) es el
caso mas comun de pérdida de biodisponibilidad de BH4), es uno de los factores clave
en el desacoplamiento de eNOS, dando lugar a la incapacidad del enzima para generar
NO y, en consecuencia, el equilibrio BH2/BH4 nos podria servir como indicador de la
actividad de eNOS. Nuestros resultados mostraron un claro aumento progresivo en el
ratio BH2/BH4 con el pase en ambos tipos celulares endoteliales, lo que nos sugiere
que ademas de la pérdida de expresion de eNOS, la SE se correlaciona con la pérdida
de su funcionalidad por el descenso que tiene lugar en cuanto a la biodisponibilidad del
cofactor BH4, evitando de esta manera la produccion de NO “por partida doble” durante
el proceso senescente (Figura 8B).

La tercera causa de pérdida de la biodisponibilidad de BH4 se debe a la ausencia del
enzima que interviene en su sintesis “de novo”, el enzima GTP-ciclohidrolasa (GTPCH),
en donde nuevamente pudimos corroborar la reduccién significativa de los niveles de
GTPCH con el incremento del fenotipo senescente (Figura 8C). Por ultimo, BH2 puede
reducirse a BH4, incrementando su biodisponibilidad, a través de un proceso conocido
como la “via de rescate”, en la cual esta implicada la enzima Dihidrofolato Reductasa

(DHFR), y al igual que en el caso anterior, los niveles de DHFR también se redujeron
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significativamente (Figura 8D). Tomando todos los hallazgos en conjunto, nuestros
datos indican que la SE sufrida en HAEC y CAEC se correlaciona con la ocurrencia de
DE, al menos , a través de una notable reduccion en la biodisponibilidad de NO por los

mecanismos que hemos desvelado en la presente Tesis Doctoral.
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Figura 8. SE reduce Ila expresion de eNOS y promueve la oxidaciéon de BH4 en HAEC y CAEC.

A) Expresién de eNOS mediante inmunoblot desde P1 hasta P12 en HAEC y CAEC (N=3. Media + DE.
*p<0.01, #p<0.001, $p<0.0001 P1 vs Pase celular seleccionado).

B) Relacion BH2/BH4 mediante ELISA desde P1 hasta P12 en HAEC y CAEC (N=3. Media + DE. *p<0.01,
#p<0.001).

C y D) Expresion de GTP-Ciclohidrolasa (GTP-CH) y Dihidrofolato Reductasa (DHFR), respectivamente,
mediante inmunoblot desde P1 hasta P12 en HAEC y CAEC (N=3. Media + DE. *p<0.01 vs Pase celular
seleccionado).
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3. La Senescencia endotelial induce el desacoplamiento de la eNOS en HAEC y
CAEC.

Los datos mostrados anteriormente sugieren que la SE impide una correcta produccion
de NO, tanto por la inhibicién en la expresion del enzima, como por la pérdida de la
biodisponibilidad de su cofactor BH4, que ademas, en su ausencia, el desacoplamiento
de eNOS con oftras proteinas agravan mas aun la situacion. De hecho, el
desacoplamiento de la eNOS, en lugar de promover la producciéon de NO, conduce a un
escenario de inflamacion en el territorio endotelial, al promover la generacién de anion
superoéxido y por tanto, contribuyendo de forma importante al estrés oxidativo (Reventun
et al., 2017). Ademas de BH4, la funcionalidad de eNOS depende de su capacidad para
interaccionar con la Proteina De Choque Térmico 90 (Hsp90) y la Quinasa Ligada a
Integrina (ILK), que participan activamente en la respuesta vasomotora dependiente del
endotelio, como hemos descrito previamente (Herranz et al., 2012), siendo dicho
acoplamiento, el responsable de la produccién de NO por el enzima.

Nuestros resultados han mostrado una reduccion progresiva en la co-localizacion de los
complejos eNOS/Hsp90 y eNOS/ILK en funcién pase celular (Figuras 9A y 9B,
respectivamente), evidenciando por vez primera el desacoplamiento de eNOS en

respuesta a SE asociado a la DE.
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Figura 9. La senescencia celular induce el desacoplamiento de eNOS con ILK Y Hsp90 en cé€lulas
senescentes HAEC y CAEC.

A) Microscopia confocal de eNOS (FITC) y Hsp90 (Alexa 647) en HAEC y CAEC desde P1 hasta P12. Las
imagenes fusionados muestran la co-localizacién de ambas sefiales (amarillo). N=3 Media + DE. *p<0.01
vs Pase celular seleccionado (HAEC). *p<0.05, #p<0.01 vs Pase celular seleccionado (CAEC).

B) Microscopia confocal de eNOS (FITC) e ILK (Alexa 647) en HAEC y CAEC desde P1 hasta P12. Las
imagenes fusionados muestran la co-localizacion de ambas sefiales (amarillo). N=3 Media + DE. *p<0.05
P1 vs P8. #p<0.01 P1 vs P10, P12 (HAEC). *p<0.01 P1 vs P5, P8. #p<0.001 P1 vs P10, P12 (CAEC)

4. Los radicales Superéxido y Peroxinitrito se ven incrementados durante la DE
asociada a la SE.

El desacoplamiento de la eNOS en células endoteliales senescentes tiene importantes
implicaciones, siendo la principal consecuencia la produccion de Especies Reactivas de
Oxigeno (ROS, del inglés), generando asi un escenario de Estrés Oxidativo (EO), el
cual es uno de los principales determinantes moleculares inductivo del fenotipo
senescente (Davalli et al., 2016). A este respecto, nuestros datos indican, a través del
uso de la tincién histolégica con DiHidroEtidina (DHE), un incremento gradual de la
tincion observada mediante microscopia confocal, indicativo de un incremento de la
presencia del anion Superoxido (O2") tanto en HAEC como en CAEC durante la SE
(Figura 10A), lo que ademas promueve la generacion del radical libre del nitroégeno
denominado peroxinitrito (ONOO-) por la combinacién entre el radical superdxido con el
NO, de una elevada citotoxicidad e indicativo de muerte celular. El peroxinitrito, induce
el fendbmeno que conocemos como nitracion de proteinas (Tarin et al., 2009), al
reaccionar con rapidez con los residuos hidroxilo (HO) de los restos del aminoacido
Tirosina de las proteinas, el cual es facilmente detectable mediante el uso de
anticuerpos especificos anti-Nitro-Tirosina,, observando en nuestro caso un incremento
gradual de su presencia asociado a la SE (Figura 10B).

Por ultimo, y con el objetivo de averiguar la presencia de fuentes adicionales de ROS,
evaluamos la expresion de otro marcador decisivo en la formaciéon EO, el enzima
NADPH oxidasa (NOX), observando, al igual que con el peroxinitrito, su incremento
gradual asociado a la SE (Figura 10C).

Con todos los resultados obtenidos, podemos afirmar que la SE esta claramente
asociada con el incremento de EO, que en el caso del endotelio vascular tiene como
principales componentes la pérdida de la capacidad por parte de eNOS para producir
NO a través de todos los mecanismos citados en la presente Tesis Doctoral, junto con
el incremento significativo en los niveles de NADPH oxidasa, que junto con el radical
superoxido proporcionado por la eNOS desacoplada, son determinantes para crear un

entorno idéneo de EO y nitrosativo, desencadenantes del fendmeno senescente.
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Figura 10. La senescencia endotelial induce estrés oxidativo y nitrosativo.

A) Deteccion de radical superoxido mediante microscopia confocal en HAEC y CAEC desde P1 hasta P12.
(N=3 Media + DE. p<0.05 P1 vs pase celular seleccionado. #p<0.01 P1 vs pase celular seleccionado).

B) Deteccién de peroxinitrito mediante microscopia confocal en HAEC y CAEC desde P1 hasta P12 (N=3
Media + DE. p<0.05 P1 vs pase celular seleccionado. #p<0.01 P1 vs pase celular seleccionado).

C) Expresién de NOX mediante inmunoblot en HAEC y CAEC desde P1 hasta P12 (N=3 Media + DE. p<0.05
P1 vs pase celular seleccionado. #p<0.01 P1 vs pase celular seleccionado).

5. La Senescencia Endotelial induce la expresion de marcadores de inflamacion
en las células senescentes.

Como hemos comentado, la sobreproduccion de ROS es un factor central en el
comienzo de complicaciones relacionadas con la senescencia y el disparo de una
respuesta inflamatoria (Moris et al., 2017; D’Oria et al., 2020), como sucede con diversas
enfermedades cardiovasculares, incluida la aterosclerosis. Notablemente, como hemos
reportado en el anterior bloque de la presente tesis doctoral, la CyPA es un factor
primario inducido por las ROS que amplifica las respuestas inflamatorias dentro del
sistema vascular. De hecho, como ya hemos citado en distintas ocasiones, la CyPA
sirve como el ligando endoégeno para EMMPRIN, desencadenando una serie de eventos
inflamatorios que incluyen la degradacion de la matriz extracelular inducida por
metaloproteinasas, seguida de la necrosis de las células musculares lisas y endoteliales.
Paralelamente a la producciéon excesiva de ROS, observamos también que los niveles
tanto de CyPA y EMMPRIN fueron significativamente elevados durante la SE (Figura
11A,B). Es especialmente destacable la presencia elevada de formas altamente
glicosiladas de EMMPRIN (HG-EMMPRIN), que se asocian con la activacion de
diversas MMPs, en especial MMP9 y MMP13, claves en la degradacién de la MEC
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durante las DE. Asi, mediante inmunoblot mostramos un aumento de la expresion de
ambas en respuesta a la SE (Figura 11C), lo que sugiere que el estrés oxidativo induce
al menos en HAEC y CAEC el disparo de una respuesta inflamatoria favorecida por la
aparicion de los complejos CyPA/EMMPRIN y la subsiguiente activacion de enzimas

degradativos de la matriz extracelular.
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Figura 11. SE promueve la expresion de marcadores inflamatorios en HAEC y CAEC.

Ay B) Expresién de CyPA (panel superior) y EMMPRIN (formas altamente glicosadas (HG) y bajamente
glicosiladas (LG)) (panel inferior) mediante inmunoblot en HAEC y CAEC desde P1 hasta P12. (N=3
Media + DE *p<0.01, #p<0.001, $p<0.0001 P1 vs Pase celular seleccionado)

C y D). Expresién de las metaloproteinasas de matriz MMP9 (paneles superiores) y MMP13 (paneles
inferiores) respectivamente en las mismas células. (N = 3 Media + DE. *p<0.05, #0<0.01, $p<0.001 P1 vs

Pase celular seleccionado)
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BLOQUE IIL. INFLAMACION Y ATEROSCLEROSIS.

Resumen

1. La Senescencia Endotelial es una respuesta relacionada con el envejecimiento y
principal causa de la disfuncion endotelial.

2. Durante la Senescencia Endotelial se produce el desacoplamiento de eNOS con sus
cofactores BH4, ILK y Hsp90.

3. El desacoplamiento de eNOS durante la Senescencia Endotelial promueve un escenario
de Estrés Oxidativo como consecuencia de la sobreproduccion de Especies Reactivas de

Oxigeno.

4. El Estrés Oxidativo debido al desacoplamiento de eNOS lidera a un ambiente
proinflamatorio en el territorio endotelial con el incremento de CyPA y EMMPRIN.
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BLOQUE IV. NUEVAS DIANAS MOLECULARES ASOCIADAS A LA
SENESCENCIA ENDOTELIAL PARA EL TRATAMIENTO DE
ATEROSCLEROSIS.

1. Los ratones ApoE™ afiosos promueven el desarrollo de la aterosclerosis.

En este ultimo bloque de la presente tesis doctoral nos centramos en la busqueda de
nuevas dianas moleculares de la SE asociada a unas de las patologias cardiovascular
con mayor prevalencia, la aterosclerosis. El primer propdsito de nuestra investigacion
es demostrar mediante un modelo animal aterosclerético, que los ratones de edad
avanzada deficientes para el gen de la apolipoproteina E (ApoE-/-) con un modelo
establecido de aterosclerosis (Tarin et al., 2009) tienen una mayor propension al
desarrollo de aterosclerosis asociada al envejecimiento. Para demostrar si la
aterosclerosis es un trastorno relacionado con el envejecimiento y si los ratones de edad
avanzada son mas propensos a desarrollarla, alimentamos al mismo tiempo ratones
ApoE™ jovenes (8 semanas) y de edad avanzada (24 semanas) con una dieta
hipoercolesterolémica durante 12 semanas, tiempo tras el cual procedimos a evaluar la
presencia de depésitos lipidicos en las aortas completas de los animales con el
compuesto Oil Red O (ORO), y la presencia de placas de ateroma en secciones
microscopicas de las aortas, tefidas con Hematoxilina/Eosina (H/E), revelando en
ambos casos un aumento significativo en la acumulacion de lipidos en la aortas aisladas
de los animales de mayor edad en comparacién con sus homodlogos mas jovenes vy,
ademas, mostrando una mayor tamafio de la placa de ateroma (Figura 12 AB). Por lo
tanto, estos resultados demuestran que la edad de animal esta condicionando la

diferencia en la formacioén y desarrollo de la placa de ateroma.
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Figura 12. Aterosclerosis inducida en ratones ApoE’” suplementados con dieta
hipercolesterolémica.

A) Tincién con Oil Red O en la aorta de ratones jovenes y de edad avanzada ApoE”
aterosclerdticos suplementados con dieta alta en grasas durante 12 semanas (N=3
ratones/grupo. Media + DE. *p<0.05).

B) Tincion de Hematoxilina/Eosina de secciones aorticas de los mismos ratones mencionados

en la seccion A.

2. Las EVs aisladas de ratones ApoE™ afosos inducen SE en HAEC y CAEC.

Como mencionamos con anterioridad, la aterosclerosis es una enfermedad relacionada
con el envejecimiento que subyace a la SE, al EO y a la inflamacién, factores que se
incrementan en personas mas de mayor edad. Ademas, la senescencia implica la
activacion del denominado Fenotipo Secretor Asociado a La Senescencia (SASP), lo
que supone la liberacion al medio extracelular una serie de componentes especificos
dentro de varios tipos de EVs. Para analizar si la liberacion de estas EVs puede jugar
un papel clave en la SE, aislamos EVs circulantes en sangre tanto de ratones jovenes
como de ratones afiosos ApoE™ en cuatro momentos del tiempo distintos (a las 0, 4, 8
y 12 semanas posteriores a la dieta hipercolesterolémica), para posteriormente
agregarlas a los cultivos primarios de células endoteliales jovenes (P1), que no
mostraron ningun signo de senescencia (Figura 13A). Notablemente, todas las EVs
aisladas de ratones ateroscleréticos anosos indujeron SE en cultivos de células P1
(Figura 13B). En contraste, cuando se agregaron a estas mismas células, pero en pases
mas altos (P5), los EVs derivados de ratones jovenes, y aisladas exactamente a los
mismo tiempos, experimentaron un retraso significativo en la induccion del fenotipo
senescente (Figura 13C). Todo ello nos indica que efectivamente, la edad del animal
determina la liberacién de un serie de EVs con un contenido concreto (aun desconocido)

que puede inducir la actividad senescente de las células endoteliales.
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Figura 13. EVs aisladas de sangre de ratones ateroscleréticos afiosos ApoE” inducen SE en
células endoteliales jovenes.

A) Imagenes obtenidas por microscopia de campo claro (400x) del ensayo de -galactosidasa asociada a
senescencia con el tratamiento de EV's en endotelio sano (P0). (N=3. Mediat DE. *p<0.01, #p<0.01,
$p<0.001, | p<0.0001 EVs Joven vs EVs Vigjo).

B) Imagenes obtenidas por microscopia de campo claro (400x) del ensayo de -galactosidasa asociada a
senescencia con el tratamiento de EV's en endotelio senescente (P5). (N=3. Mediat DE. *p<0.01,
#p<0.01, $p<0.001 EVs Joven vs EVs Viejo)

3. Las EVs circulantes de ratones ateroscleréticos muestran una firma Protedmica
asociada al envejecimiento y al metabolismo lipidico.

Una vez determinado que la edad cronolégica del animal esta determinando el proceso
de la aterosclerosis, entre otros mecanismos, a través de la induccién de la SE, nos
preguntamos qué relacion existe entre la edad y el contenido que se encuentran en las
EVs. Hipotetizamos que ratones ApoE” afiosos liberan una serie de EVs cargadas con
una serie de componentes especificos distintos a la de las EVs liberadas por ratones
mas jovenes, y ese hecho podria ser clave en el mayor o menor efecto sobre la
aterosclerosis. Para dar respuesta a esta cuestion, realizamos un analisis protedmico
mediante espectrometria de masas (QExactive™ HF-X Hybrid Quadrupole-Orbitrap del
Servicio de Apoyo de la Universidad de Malaga (SCAI)) de las EVs aisladas de ratones

ApoE™ tanto jévenes y como afiosos alimentados con dieta hipercolesterolémica
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durante 12 semanas, proceso tras el cual pudimos llegar a identificar hasta un total de
424 proteinas. Un analisis mas detallado mediante la herramienta de analisis de
enriquecimiento funcional FUNRINCH, nos permitié ademas identificar hasta un total de

22 proteinas aisladas de ratones ApoE™"

anosos (Tabla 2) y caracterizar su
funcionalidad, identificando proteinas involucradas en procesos biolégicos como el
envejecimiento, el metabolismo lipidico y el ensamblaje de filamentos de actina (Figura
14A), mientras que un examen detallado (Volcano Plot) nos reveld la existencia de tres
proteinas diferencialmente expresadas en las EVs de ratones afosos, focalizando gran
parte de nuestra atencién en la Proteina 1 asociada a la Ciclasa (CAP1) (Figura 14B).
El interés de esta proteina reside fundamentalmente en su estrecha relacién
recientemente revelada con la aterosclerosis, en donde CAP1 se identificd
recientemente como un cofactor crucial de union a PCSK9, como anteriormente ya
hemos descrito, facilitando la degradacion de los receptores de LDL (LDLr) y por tanto,
clave para que PCSK9 contribuya al incremento del LDLc en sangre.

Un dato a tener en cuenta consiste en que mientras que CAP1 se encontraba
diferencialmente presente en las EVs de los ratones afosos, PCSK9 fue hallada tanto
en las EVs de raton joven y aioso de manera indistinta. Es en este punto donde
comenzamos a evaluar y caracterizar en profundidad a esta proteina en el contexto de

la SE asociada a la aterosclerosis.

Nombre proteina Simbolo Nombre proteina Simbolo
Betaina--homocisteina S Bhmt Proteina Subunidad a del Psma2
metiltransferasa Proteasoma 2
Proteina Asociada a la Adenilil Cap1 Cavina 2 Cavin2
Ciclasa 1
Proteina Olfactomedina 3 OlfmlI3 Proteina Tenascina-C Tnc
Inhibidor de Serina Proteasa C1 Serpinc1 Enolasa 3 Eno3
Calponina 2 Cnn2 Tubulina a 1B Tubatb
Cadena Ligera de Miosina 12B Myl12b Proteina Inter a Inhibidor H4 Itih4
Proteina Mitocondrial Creatina Ckmt1 Troponina T tipo 4 Tpm4
Quinasa Tipo 1
Subunidad a Proteasoma Tipo 3 Psma3 Proteina Subunidad B 4 del Psmb4
Proteasoma
Haptoglobina Hp Proteina del Canal del Anién Vdac2
dependiente de Voltaje
Proteina Subunidad 3 del Proteasoma Psmb1 Subunidad pesada 1 de Dineina Dync1h1
Ciliar
Proteina Subunidad 3 del Proteasoma Psmb2 Proteina Subunidad a del Psma6
2 Proteasoma 6

Tabla 2. Listado de las 22 proteinas diferencialmente expresadas en las EVs aisladas de ratones

ApoE" afiosos.
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Figura 14. Firma proteémica de EVs aisladas de ratones ateroscleréticos ApoE-/- jévenes y
anosos.

A) Analisis de enriquecimiento funcional de las proteinas presentes en las VE circulantes en sangre de
ratones con ApoE nula envejecidos frente a ratones con ApoE nula jévenes.

B) Grafico Volcano Plot representando una expresion disminuida (izquierda) o aumentada (derecha) de
proteinas de EVs aisladas de ratones ApoE” viejos en comparacion con ApoE”- jévenes.
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4. CAP1 esta asociada a la Senescencia Endotelial en aterosclerosis.

Hoy en dia no existen marcadores moleculares fiables en nimero suficiente que nos
permitan determinar si una persona, independientemente de su edad cronoldgica, vaya
a desarrollar o no una de las enfermedades cardiovasculares con mayor prevalencia
como es la aterosclerosis, aparte de los estudios con tecnologia de imagen por
resonancia, PET y Ecografia 3D, los cuales requieren tiempo y especialmente
disponibilidad de una infraestructura que extremadamente pocos centros de atencion
primaria disponen (Mendieta et al., 2023; Fernandez-Friera et al., 2019). Nosotros
hemos postulado a CAP1 como una diana molecular predictiva para determinar la salud
endotelial y por ende, padecer aterosclerosis.

Estudiamos inicialmente mediante inmunoblot la expresion de CAP1 en el modelo de
SE replicativa, observando que a medida que aumentaban los pases celulares, la
expresion de CAP1 también lo hacia (Figura 15A). Ademas, de las células también
quisimos evaluar su expresion en las aortas de los ratones ApoE” tanto jévenes como
anosos, observando una mayor presencia de CAP1 en las placas de ateroma del grupo
de ratones mas envejecidos (Figura 15B). Dada la especial relacion con PCSK9
recientemente descrita, quisimos ademas estudiar si esta proteina pudiera estar siendo
expresada de forma semejante a CAP9, pero no fue asi, detectando su presencia por
igual en los dos tipos de endotelio vascular, sin diferencias significativas en relacion con
la SE (Figura 15C). Finalmente, y no menos interesante, CAP1 también se localiz6 en
los sobrenadantes de los cultivos celulares, indicativo de su posible secrecion en forma
particulada (Figura 15D). Respecto a este ultimo resultado, la incubacion tanto de
HAEC como de CAEC en pase 5 con los sobrenadantes indujeron un incremente e la
senescencia de manera significativa (Figura 15E). Este conjunto de resultados apunta

inequivocamente a la existencia de una relacion directa entre la expresién de CAP1, su

vesiculizacion y contribucion a la SE.
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Figura 15. CAP1 tiene relacién directa en la Senescencia Endotelial

A) Expresiéon de CAP1 mediante inmunoblot en HAEC y CAEC desde P1 hasta P12 (N=3 Media + DE.
*p<0.05; #p<0.01; $p<0.001 P1 vs pase celular seleccionado)

B) Deteccion de CAP1 mediante inmunohistoquimica en placas de ateromas de ratones WT, ApoE”- joven
y ApoE™ viejo. Campo claro (400x) (N=3animales/grupo).

C) Expresion de PCSK9 mediante inmunoblot en HAEC y CAEC desde P1 hasta P12 (N=3 Media + DE)
D) Expresion de CAP1 mediante inmunoblot en medio de cultivo HAEC y CAEC desde P1 hasta P12 (N=3
Media + DE. *p<0.05 vs medio de cultivo seleccionado)

E) Ensayo de [(-galactosidasa asociada a senescencia con el tratamiento de EVs aisladas de medios de
cultivos HAEC y CAEC. (N=3. Media+ DE. *p<0.05)

5. CAP1 promueve la Senescencia Endotelial en HAEC y CAEC

Una vez confirmado que los niveles de CAP1 se correlacionan positivamente con la SE,
nuestro siguiente paso fue determinar qué papel podria especifico pudiera estar jugando
en el proceso senescente. Para ello, llevamos a cabo su silenciamiento génico a traves
del uso de un ARN de interferencia especifico para CAP1 (siRNA CAP1) en las dos
lineas endoteliales, gracias a lo cual pudimos constatar tanto su inhibicién, como un
descenso significativo de la SE que se genera tanto en HAEC como en CAEC (Figura
16A). La validez de este resultado surgid tras restablecer la expresion de CAP1
mediante transfeccion de las mismas células endoteliales silenciadas con un vector de
expresion eucariético que expresa el cDNA de CAP1 (al que denominamos pCAP1, ver

Material y Métodos para conocer el detalle). Sorprendentemente, pudimos rescatar el
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fenotipo secretor, disparando en este nuevo entorno la SE, previamente comprometida
con el silenciamiento inicial (Figura 16B). El conjunto de estos resultados nos muestra,
por vez primera, el papel fundamental de la proteina CAP1 para inducir SE, lo que nos
reafirma en nuestro planteamiento sobre el uso de CAP1 como una nueva diana

terapéutica contra la aterosclerosis.

Por ultimo, hemos citado que CAP1 es un cofactor clave de PCSK9, proteina decisiva
en la orquestacion del metabolismo del colesterol. Para dar respuesta a la posible
implicacién de PCSK9 en los efectos de CAP1 sobre la SE, procedimos a incubar el
endotelio vascular en presencia del farmaco Evolocumad, un anticuerpo inhibidor
selectivo de PCSK9 utilizado en la clinica, que sin embargo, no reporté diferencia alguna
en respuesta a la SE en ambos tipos celulares (Figura 16C), ni si quiera al
sobreexpresar CAP1 (pCAP1) en células silenciadas (Figura 16D). Por todo ello,
podemos afirmar que el efecto de CAP1 sobre la SE es independiente de su asociacién

con PCSK9, lo que refuerza la idea de CAP1 como una nueva diana terapéutica.
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Figura 16. CAP1 promueve la SE en HAEC y CAEC.

A) Ensayo fS-galactosidasa y inmunoblot en HAEC y CAEC silenciadas con siRNA CAP1 (N=3 Media +
DE. *p<0.05 siRNA vs Control)

B) Ensayo p-galactosidasa y inmunoblot en HAEC y CAEC silenciadas con siRNA CAP1 y trasnfectadas
con el plasmido pCAP1 (N=3 Media + DE. *p<0.05 siRNA vs Control; *p<0.05 siRNA vs siRNA
CAP1/pCAP1)

C) Ensayo f-galactosidasa en HAEC y CAEC tratadas con 100 ug/ml del inhibidor selectivo PCSK9
Evolocumab (N=3. Media + DE).

D) Ensayo fS-galactosidasa en células endoteliales tratadas con Evolocumab como en C. (N=3 Media +
DE. *p<0,05, y #p<0,05 Control vs CAP1 siRNA en HAEC y CAEC respectivamente. @p<0,05 HAEC
CAP1 siRNA/pCAP1 y CAP1 siRNA/pCAP1/Evo vs Control. p<0,05 CAP1 siRNA/pCAP1 y CAP1
SiRNA/pCAP1/Evo vs Control en CAEC.

6. Las EVs aisladas de ratones ApoE” que contienen CAP1 promueven la
aterosclerosis y la SE en las aortas de ratones Wild Type.

Una vez determinado el papel que juega CAP1 en la SE, nuestro siguiente paso fue
determinar como influye esta proteina directamente en el desarrollo y progresion de la
aterosclerosis.

Para evaluar la relevancia de CAP1 en un modelo in vivo, aislamos EVs de ratones
jovenes y afosos deficientes para ApoE™, observando como era de esperar, un
aumento significativo de CAP1 en las EVs de los ratones afiosos (Figura 17A), lo que
nos llevé a preguntamos si esto también podria tener un impacto directo in vivo en

ratones Wild Type de la cepa C57BL/6, la misma cepa de los ratones KO para ApoE.

Para intentar resolver esa cuestion, inyectamos 300 pg/semana de EVs de ratones

jovenes y afiosos ApoE™ en ratones WT jévenes durante un periodo de 2 semanas a
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los cuales también les suplementamos con dieta regular o dieta hipercolesterolémica
(Disefio experimental, Figura 17B). Posteriormente, llevamos a cabo el aislamiento de
las aortas, donde practicamos un ensayo de senescencia en secciones de los dos tipos
de ratones, observando que, a pesar del aumento observado en la tincién positiva dentro
de las aortas de los ratones envejecidos, la inyeccion de EVs también indujo SE en sus
homdlogos mas jovenes, lo que sugiere una correlacion con la SE asociada al
envejecimiento. Notablemente, también encontramos el inicio de formacion de placas
ateroscleréticas en los ratones WT afiosos suplementados con dieta
hipercolesterolémica tras la inyeccién de EVs, lo que produjo un resultado altamente
inesperado en comparacion con las aortas de ratones WT jovenes (Figura 17C). Por
todo ello, y tomados en conjunto, los resultados aqui planteados sugieren claramente la
capacidad de las EVs portadoras de CAP1 para inducir SE y un fenotipo claramente

aterosclerético en ratones WT suplementados con dieta hipercolesterolémica.
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Figura 17. EVs de ratones ateroscleréticos ApoE” promueven la SE y la formacion de placa de
ateroma en ratones WT.
A) Expresion de CAP1 mediante inmunoblot en EV's de ratones ApoE” jovenes y afiosos (N=3 Media + DE.
*p<0.05).
B) Esquema del disefio experimental del tratamiento de VEs en ratones WT.
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C) Ensayo de 3-Galactosidasa y H/E en aorta de ratones WT tratadas con EVs de ratones ateroscleréticos
ApoE-/- (N=3 Media + DE. *p<0.05).

7. Las EVs de ratones ateroscleréticos promueven la formaciéon de depdsitos de
calcio en ratones ApoE™

Ademas de lo mostrado previamente, y a la luz del nuevo fenotipo generado en los
ratones WT tras la inyeccién de EVs que contienen CAP1 (provenientes de ratones
afosos ApoE™), nos preguntamos si este efecto podria ser aun mas relevante en
ratones jovenes ApoE”" sometidos a la inyeccion con estas mismas EVs. Confirmamos
que después de la inyeccion, los ratones jovenes ApoE” presentaban placas
ateromatosas que se asemejaban mas al fenotipo de los ratones ApoE’ afiosos
alimentados con una dieta alta en grasas, en los cuales el grosor de la placa calcificada
estrechaba significativamente el lumen arterial (Figura 18A,B). Por el contrario, al
administrar EVs derivados de ratones jovenes ApoE” jovenes en animales jovenes,
observamos una reduccion en la senescencia endotelial y una formacion de placa mas
pequefia. En conjunto, nuestros datos senalan a las EVs que contienen CAP1 como un

nuevo objetivo molecular contra la ES y la aterosclerosis, al menos en ratones.

:
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Figura 18. EVs de ratones ateroscleréticos ApoE’- promueven los depésitos de calcio en la placa de
ateroma en ratones ApoE™-.

A) Ensayo de B-Galactosidasa y H/E en aorta de ratones ApoE” tratadas con EVs de ratones
ateroscleréticos jovenes ApoE-/- (N=3 Media + DE. *p<0.05).

B) Ensayo de B-Galactosidasa y H/E en aorta de ratones ApoE” tratadas con EVs de ratones
ateroscleréticos afiosos ApoE-/- (N=3 Media + DE. *p<0.05).

8. CAP1 esta diferencialmente expresada en endarterectomias carotideas
humanas de pacientes jévenes vs ancianos.

Nuestros datos sefalan por primera vez a CAP1 como una nueva diana terapéutica
frente a la SE en un modelo de aterosclerosis murina. Para probar si CAP1 se relaciona
con el envejecimiento en humanos, llevamos a cabo un pequefio estudio piloto
analizando los niveles de CAP1 mediante tincidon inmunohistoquimica en secciones
microscopicas provenientes de endarterectomias carotideas, en el cual los pacientes
fueron segregados en dos grupos en funcion de su edad: grupo 1, pacientes mayores
de 80 afos, y grupo 2, pacientes menores de 60 afios. Aunque se debe tener especial
precaucion dado lo reducido del tamafno muestral (3 muestras/grupo), pudimos
encontrar un nivel claramente distinto de CAP1 entre los grupos, en el cual los pacientes
mayores mostraron niveles incrementados de CAP1, lo que sugiere que CAP1 también
es un nuevo objetivo humano asociado al envejecimiento de la enfermedad (Figura 20).
No obstante, y dado lo reducido del estudio, los datos obtenidos hemos de tomarlos con
la debida precaucién, aunque claramente abren la puerta a realizar estudios adecuados

encaminados a corroborar la hipétesis de que CAP1 pudiera ser utilizado como

marcador predictivo del desarrollo de aterosclerosis. vivo.

GRUPO 1 (>85 AROS)
ENDARTERECTOMIAS CAROTIDEAS

GRUPO 1 (< 60 ANOS)
ENDARTERECTOMIAS CAROTIDEAS
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Figura 20. Expresion de CAP1 en la aterosclerosis carotidea humana.
Inmunohistoquimica en secciones de endarterectomia carotidea humana para detectar CAP1 en el grupo
1 (pacientes mayores de 80 afios, paneles superiores) y grupo 2 (pacientes menores de 60 afios, paneles

inferiores). N=3 pacientes/grupo.
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BLOQUE 1V. NUEVAS DIANAS MOLECULARES ASOCIADAS A LA
SENESCENCIA ENDOTELIAL PARA EL TRATAMIENTO DE LA
ATEROSCLEROSIS.

Resumen

1. La edad cronolégica de ratones ApoE”~ determina el desarrollo de la aterosclerosis.
2. La expresion de CAP1 tiene relacion directa con la Senescencia Endotelial

3. CAP1 promueve especificamente la Senescencia Endotelial en lineas celulares
endoteliales de aorta y coronaria humana.

4. Vesiculas Extracelulares aisladas de ratones afiosos ApoE”, aquellas que contienen
CAP1, promueven el desarrollo de la formacion de placa de ateroma en ratones Wild Type

5. Vesiculas Extracelulares aisladas de ratones afiosos ApoE”, aquellas que contienen
CAP1, promueven la formacion de depositos de calcio en ratones ApoE™".

6. CAPI1 determinada en endarterectomias carotideas tiene relacion directa con la edad
cronoldgica de las personas.
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En la presente tesis doctoral, hemos comprobado la tremenda relevancia de la
respuesta inflamatoria durante el desarrollo y la progresion de enfermedades
cardiovasculares como el infarto agudo de miocardio y la aterosclerosis y en este
contexto, la CyPA se destaca como una diana molecular inflamatoria clave en el
proceso. Utilizando un farmaco bradicardizante como la Ivabradina, y sabiendo que en
base a nuestra experiencia previa, su efecto cardioprotector va mas alla de su accién
sobre la corriente marcapasos, tuvimos la oportunidad de desvelar su accién directa
precisamente sobre la secrecion de CyPA, y ademas, prevenir su unién con su receptor
natural EMMPRIN evitando de esta forma la necrosis miocardica a través, al menos, de
complicaciones cardiovasculares, la mostramos en el contexto de otra patologia
cardiovascular asociada a la edad como es la aterosclerosis. La disfuncion endotelial es
origen inequivoco para el disparo inflamatorio, origen del proceso aterogénico. Hemos
confirmado, su correlacion con el proceso senescente, en donde la interaccion
CyPA/EMMPRIN en HAEC y CAEC vuelve a estar manifiestamente activo. Finalmente,
utilizando un modelo de aterosclerosis murino, como parte de la respuesta senescente,
hemos explorado a nivel molecular nuevas posibles dianas terapéuticas relacionadas
con el disparo del proceso inflamatorio en esta patologia, estudiando el contenido de las
EVs secretadas por animales jovenes y afiosos. Entre muchas de sus caracteristicas,
dentro de la firma protedmica de estas vesiculas, hemos caracterizado la presencia de
CAP1, de la que muy recientemente, sabemos acerca de su especial contribucién en el
desarrollo de la aterosclerosis por su interaccion con PCSK9 en el reciclado de LDLr.
Todos nuestros datos apuntan inequivocamente hacia CAP1 como nuevo marcador
molecular en esta patologia y, por tanto, la consideramos como una nueva diana

terapéutica para la prevencién de este evento cardiovascular.

BLOQUE | y Il. BASES GENERALES DE LA INFLAMACION Y SINDROME
CORONARIO

En el presente bloque, mostramos un mecanismo subyacente para prevenir la respuesta
inflamatoria desencadenada por la isquemia cardiaca en respuesta a la Ivabradina. La
Ivabradina previene la secrecion de CyPA e incrementa su secrecion por lisosomas,
evitando asi su union a su receptor natural EMMPRIN, como mecanismo cardioprotector

para evitar la degradacién de la matriz extracelular.

CyPA es una proteina intracelular que se expresa en condiciones inflamatorias por
varios tipos de células; algunas de ellas han demostrado secretar CyPA durante las

etapas iniciales de patologias que incluyen la aterosclerosis, enfermedad coronaria e
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infarto agudo de miocardio. Durante la aterosclerosis, CyPA media la activacion de
macroéfagos inducida por LDLox, y recientemente se ha demostrado que la inhibicion de
la degradacion de CyPA también es prevenida por LDLox, mediante un mecanismo que
inicia la formacion aterosclerética temprana (Tian-Tian et al., 2013). Ademas de los
macrofagos, las plaquetas también se unen a CyPA en pacientes con enfermedad
coronaria significativa y se correlacionan con hipercolesterolemia e hipertensién (Rath
et al., 2020; Xue et al., 2017). Precisamente nosotros describimos dos nuevos hallazgos
con una posible implicacion clinica: la Ivabradina previene la secrecion de CyPA, y
ademas es claro su papel durante su degradacion lisosomal, demostrando que la
Ivabradina, a diferencia de lo que sucede con el musculo liso vascular, en donde VAMP1
es una proteina clave para la secrecion de CyPA (Satoh et al., 2014; Li & Yang., 2022),
en este caso disminuye la secrecion de CyPA mediante una menor
compartimentalizacién en vesiculas marcadas con VAMP1, lo que pone a un farmaco
como la lvabradina como una nueva herramienta para el tratamiento de enfermedades

en las que la respuesta inflamatoria pudiera estar jugando un papel clave en su origen.

En los ultimos afos, se ha investigado el papel que juega directamente CyPA en la
enfermedad coronaria. Como se reportd recientemente, CyPA plasmatica es un
biomarcador de CAD, mostrando que una disminucion progresiva de sus niveles en
sangre tiene caracter predictivo en una mejora ventricular en pacientes con SCACEST
(Ohtsuki et al., 2017). Después de la reperfusién coronaria, la superoxigenaciéon
desencadena una respuesta inflamatoria que conduce a una produccioén excesiva ROS,
siendo el remodelado cardiaco, la respuesta subyacente que contribuye al fendmeno
hipertréfico que avocando al paciente a un proceso de insuficiencia cardiaca. Niveles
excesivos de ROS estimulan la secrecion de CyPA que al final contribuye a su vez a
perpetuar el proceso aumentando aun mas el estrés oxidativo por mecanismos aun por
explorar (Suzuki et al., 2006; Satoh et al., 2017). Sin embargo, y aunque los quimiocinas
son los componentes clave en el trafico celular inflamatorio, datos recientes muestran
que CyPA también es un quimioatractor para los leucocitos (Dawar et al., 2017). En
virtud de los datos obtenidos, no podemos excluir el disparo de CyPA como
consecuencia de la activacion de un proceso senescente, en donde hemos comprobado

que el endotelio senescente y disfuncional expresa elevados niveles de CyPA.

La CyPA intracelular puede desempenar un papel en la patogénesis de enfermedades
cardiovasculares al actuar como una chaperona y jugar un papel en el plegamiento,
trafico y funcién de proteinas (Nigro et al., 2013). Sin embargo, hallazgos recientes

muestran que una de las posibles funciones de CyPA es actuar como un factor
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intramitocondrial, mejorando las sefales antiapoptoéticas y sugiriendo asi un papel en la
supervivencia celular (Daneri-Becerra et al., 2021; ). De hecho, se ha demostrado que
CyPA inhibe el estrés oxidativo y la apoptosis mediante la modulacion de la via de
sefializacion PI3K/Akt/mTOR en células cancerosas (Ma et al., 2021). Nosotros
encontramos que, en respuesta a la Ivabradina, la CyPA se acumula en el area necrética
de los cerdos sometidos a IR en comparacion con el grupo Placebo, lo que hemos
demostrado por primera vez como uno de los posibles mecanismos moleculares

cardioprotectores de este farmaco frente al IAM.

En el sistema cardiovascular, y como mencionamos anteriormente, una disminucién
progresiva en CyPA plasmatica puede prever un mejor rendimiento ventricular en
pacientes con IAM (Huang et al., 2015). En el presente trabajo, encontramos que la
Ivabradina, en lugar de inducir la transcripcién de CyPA, contribuye claramente con la
inhibicion de su secrecion extracelular en los corazones infartados, en contra de lo que
sucede en pacientes con enfermedad isquémica cardiaca, en donde la secreciéon de
CyPA es muy significativa (Bayon et al., 2020), motivo por el cual, gracias a nuestro
trabajo hemos podido desvelar una nueva funcionalidad de la lvabradina y su posible
uso terapéutico en este grupo de pacientes, para los que la Ivabradina no es un farmaco

de referencia.

EMMPRIN es una glicoproteina que se expresa de forma significativa en respuesta al
IAM. Se sabe que las formas altamente glicosiladas de esta proteina (HG-EMMPRIN)
inducen la activacién de varias MMPs, incluyendo las MMP-9 y MMP-13. Ademas,
EMMPRIN ha sido identificado como un importante receptor de CyPA en la inflamacién
(Seizer et al., 2014). Nosotros y otros encontramos que la inhibicion de EMMPRIN
mediante diferentes estrategias promueve la proteccion cardiaca en humanos y en
animales sometidos a isquemia/reperfusion coronaria, incluyendo estrategias como la
incubacién con anticuerpos especificos anti-EMMPRIN (Tarin et al., 2011) y
nanoparticulas magnéticas dirigidas contra EMMPRIN en modelos de ratén y cerdo de
IR (Ramirez-Carracedo et al.,, 2018; Cuadrado et al., 2016). ElI complejo
CyPA/EMMPRIN lidera el dafio miocardico al contribuir al reclutamiento de leucocitos y
también al inducir la degradacion de la matriz extracelular mediante la activacién de
EMMPRIN (Seizer et al., 2016). Recientemente, encontramos que la lvabradina induce
proteccion cardiaca al inhibir la activacion de MMPs mediada por EMMPRIN, pero el
papel especifico del complejo CyPA/EMMPRIN no se ha investigado previamente.
Recientemente, SP-8365, un nuevo inhibidor farmacolégico del complejo

CyPA/EMMPRIN, se encontré como un tratamiento efectivo para la aterosclerosis al
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reducir la progresion y estabilizar la placa en ratones ApoE™” (Pahk et al., 2020).
Nosotros encontramos que, en lugar de interrumpir el complejo, la lvabradina contribuye
con el incremento del complejo entre CyPA y LG-EMMPRIN, la forma bajamente
glicosilada de EMMPRIN, la cual es incapaz de ejercer efecto alguno sobre la

degradacion de la matriz extracelular (Hernandez et al., 2021; Tesoro et al., 2021).

En conclusion, en el presente bloque de esta tesis doctoral proponemos el uso de la
Ivabradina como un mecanismo para prevenir la sefalizacion inflamatoria
desencadenada en respuesta al infarto agudo de miocardio mediante la inhibicion de la
secrecion y unién de CyPA a su receptor EMMPRIN, como una forma de evitar la
degradacién de la matriz extracelular y la necrosis. Mas alla de su uso en pacientes con
insuficiencia cardiaca aguda y cronica, la Ivabradina puede ser efectiva en otras
enfermedades cardiovasculares de origen inflamatorio. Ademas, el uso de lvabradina
en enfermedades no cardiovasculares inflamatorias también podria representar una

nueva area de investigacion para el tratamiento de otras patologias inflamatorias.

BLOQUE lil. INFLAMACION Y ATEROSCLEROSIS.

Desde la década de 1980, la investigacion en el campo cardiovascular se ha centrado
en la busquedas de nuevas dianas que permitan establecer las bases inflamatorias
asociadas al envejecimiento (North & Sinclair., 2012). Como hemos mencionado a lo
largo del trabajo, la relacion entre envejecimiento y senescencia endotelial ha sido
ampliamente estudiado en esta tesis doctoral, en donde la disfuncién es clave para el
origen de procesos inflamatorios asociados a las patologias cardiovasculares. A este
respecto, el NO es clave para prevenir precisamente la disfuncion del endotelio,
desempefiando multiples roles en el sistema cardiovascular, incluyendo algunos como
la regulaciéon de la presion arterial (Moncada et al., 1989; Zaragoza et al., 2002), la
inhibicion de la adhesion de leucocitos y agregacion plaquetaria (Saura et al., 2002), y
el mantenimiento del tono vascular (Saura et al., 2012; Saura et al., 2017; Saura et al.,
2022). En los ultimos afos, se ha podido comprender en detalle los mecanismos exactos
mediante los cuales el enzima que lo produce, la Oxido Nitrico Sintasa Endotelial, eNOS,
contribuye a mantener una correcta vasodilatacion en el endotelio. Sin embargo, el
papel preciso que desempefia el NO en conjunto junto con sus cofactores durante el
envejecimiento aun no esta del todo claro y esta cuestion es el foco central de este

apartado en la presente Tesis Doctoral.
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Nuestro estudio en el presente bloque tuvo como propésito investigar la correlacién
entre la expresion de la eNOS y el proceso inflamatoria asociado a la senescencia
celular. Si bien se ha demostrado en estudios previos que la ausencia de eNOS posee
un papel fundamental en el inicio de la disfuncion endotelial (Saura et al., 2002; Saura
et al., 2005; Zaragoza et al., 2006), nuestro andlisis destaca por establecer una
correlacion directa entre la actividad senescente medida por la enzima 3-galactosidasa
y la expresiéon de eNOS, proponiendo que los cambios en el equilibrio redox endotelial
son factores limitantes para la transicion entre la salud y la enfermedad. De hecho, otros
investigadores han hallado una relacion entre GSSG/GSH como mecanismo que regula
el envejecimiento bioldgico, y la adhesion monocitaria asociada a la enfermedad (Erden-
nal et al.,2002). En nuestro trabajo mostramos dos de los cofactores mas estudiados en
nuestro grupo de investigacion, ILK'y Hsp90 (Reventun et al., 2023; Herranz et al, 2012),
mostrando la misma correlacién: disminuyendo su presencia en células senescentes,
ademas de perder su interaccidén con eNOS, lo que se traduce en el desacoplamiento
del enzima y, como consecuencia, en la pérdida de su funcionalidad primaria, a favor

del incremento de estrés oxidativo.

Ante la cuestion de la pérdida de la capacidad para producir NO, e independientemente
del descenso de los niveles de eNOS detectado en las HAEC y CAEC senescentes,
este fendmeno puede tener también lugar por una alteraciéon de los niveles del cofactor
clave para la funcionalidad de eNOS: |a tetrahidrobiopterina, BH4. Numerosos estudios
han destacado la estrecha relacién entre la disminucién en la disponibilidad de BH4 y la
disfuncion endotelial (Alp & Channon, 2004), en donde, ademas, se ha demostrado que
la suplementacion con BH4 tiene la capacidad de revertir situaciones relacionadas con
patologias inflamatorias como la aterosclerosis (Alp et al; 2004). Por este motivo,
cualquier factor que pudiera incidir sobre los niveles de BH4, podrian estar creando un
fenotipo senescente, al evitar la produccion de NO. Esta hipétesis fue corroborada al
comprobar el incremento oxidativo de BH4 hacia BH2 y lo mas importante, los enzimas
implicados en el retorno hacia la forma reducida, la GTP ciclohidrolasa, asi como la
enzima implicada en la sintesis de novo de BH4, la hidrofolato reductasa (Xie et al.,
2010; Whitsett et al., 2013), se encontraron significativamente reducidas a medida que
se incrementé el fenotipo senescente. Por lo tanto, postulamos que la relacion BH4/BH2
podria ser utilizado como nuevo marcador predictivo de SE y la disfuncién endotelial,

con la consecuencia que tiene como factores predictivos de enfermedad cardiovascular.

Uno de los principales efectos adversos del desacoplamiento de la eNOS es la sintesis

de ROS. Es bien sabido que el estrés oxidativo es clave en la disfunciéon endotelial,
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especialmente en las fases iniciales de la formacién de placas de ateroma (Incalza et
al., 2018). Nuestros resultados revelan que este fenébmeno no se debe unicamente al
desacoplamiento de la eNOS, sino que también esta vinculado a la senescencia celular
en los territorios del endotelio adrtico y coronario. Dentro de los subproductos derivados
durante el estrés oxidativo, hemos observado un aumento significativo en la produccion
de dos de ellos: el anion superdxido (Schiffrin., 2008) y el radical libre del nitrdgeno
peroxinitrito (Giursoy et al., 2000). Este hallazgo es especialmente relevante ya que,
hasta ahora, no se habia evaluado esta relacidon ni en el endotelio de aorta ni en el
coronario durante la SE. Ademas, el aumento de un entorno oxidativo va a activar
procesos inflamatorios dentro del endotelio, resultando en muchas ocasiones en una
inflamacion crénica. A pesar de que existen numerosos marcadores bien establecidos,
como la Proteina C reactiva (Devara;j et al., 2011) y marcadores de coagulacion claves
(Pablo-Moreno et al., 2022), hemos decidido caracterizar dos moléculas inflamatorias
particulares que son de gran relevancia en nuestro grupo de investigacién: EMMPRIN y
la CyPA.

EMMPRIN, es reconocida como el principal inductor de metaloproteinasas en el
contexto vascular, y como hemos demostrado en el anterior bloque, crucial en el
remodelado adverso tras el IAM. Ademas, trabajos previos en nuestro laboratorio han
demostrado que EMMPRIN puede ser una diana terapéutica, utilizando farmacos como
la Ivabradina para reducir su actividad o realizando un abordaje basado en
nanotecnologia para bloquear su funcién (Tesoro et al., 2021; Cuadrado et al., 2016;
Ramirez-Carracedo et al., 2018), gracias al cual se ha podido patentar el uso de una
nanoparticula NAP9, cuya finalidad es inhibir el disparo de la respuesta inflamatoria
asociada a la degradacién de la matriz extracelular (COMPOUNDS FOR THE
TREATMENT OF CARDIAC DAMAGES AFTER CORONARY
ISCHEMIA/REPREFUSION. EUROPEAN PATENT No. EP2668960. UNITED STATES
PATENT N° 14/110,805), pendientes en este momento de comenzar el primer ensayo

clinico para su validacion en pacientes con SCACEST.

En la presente Tesis Doctoral hemos analizado los niveles de EMMPRIN durante la
progresion de la SE, detectando claramente , un crecimiento gradual de su forma activa
altamente glicosilada (HG-EMMPRIN), al igual que para la CyPA, su ligando natural,
todo ello indicativo del comienzo de un proceso inflamatorio. En diversos trabajos,
incluyendo los nuestros, se ha destacado la importancia de la union de CyPA a su
receptor para desencadenar una cascada de sefializacion inflamatoria (Hernandez et

al., 2021 Ramirez-Carracedo et al., 2022; Tesoro et al., 2021). Es cierto que diversos
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estudios, incluyendo los nuestros, han reportado la implicacion de ciertas MMPs en la
disfuncion endotelial, especialmente en contextos patolégicos como la isquemia
coronaria o la propia ruptura de placas ateroscleroticas (Lopez-Rivera et al., 2005; Tarin
et al., 2009). Sin embargo, es importante destacar que, hasta la fecha, no se ha
proporcionado una comprensién detallada sobre como estas MMPs actuan y cémo
varian su expresion en el contexto de la senescencia endotelial, proponiendo a la CyPA

unida a EMMPRIN como mecanismo disparador de la respuesta inflamatoria.

BLOQUE IV. NUEVAS DIANAS MOLECULARES ASOCIADAS A LA
SENESCENCIA ENDOTELIAL PARA EL TRATAMIENTO DE LA
ATEROSCLEROSIS

En este ultimo bloque, hemos estudiado el fenotipo secretor senescente de las células
endoteliales estudiando las vesiculas extracelulares (EVs). Estas estructuras son
pequenas nanoparticulas bilipidicas liberadas por casi todos los tipos celulares vy
secretadas a diversos fluidos, incluyendo plasma, suero, sangre, orina o liquido
cefalorraquideo, entre otros (Zhang et al., 2022; Lananna & Imai., 2021). Las EVs son
secretadas en respuesta a muchas condiciones patologicas, conteniendo distintos
componentes de diversa naturaleza, que pueden desempefiar un papel importante en
la progresion de enfermedades relacionada con el envejecimiento, como la enfermedad
de Alzheimer (Eren et al., 2020), la enfermedad renal cronica (Karpman et al., 2017) y
patologias cardiovasculares como la aterosclerosis (Minamino et al., 2002; Garcia-
Contreras & Thakor., 2023; Badimon et al., 2022). De hecho, las EVs de tejidos
envejecidos o lesionados pueden guiar sefiales de senescencia celular, como nosotros
hemos visto en la presente Tesis doctoral en los ratones ateroscleréticos ApoE™.

Las EVs contienen como parte de su contenido desde acidos nucleicos, metabolitos,
hasta proteinas, que pueden ayudar a comprender la progresion de varias
enfermedades (Kowal et al., 2016; Kumar et al., 2024). Los enfoques multiomicos han
permitido caracterizar con mayor precision la carga especifica de estas vesiculas,
pudiendo destacar cémo en aterosclerosis las proteinas de adhesién tanto ICAM-1
como PECAM-1, son indispensables para la adhesién de las mismas al endotelio
vascular, lo que se traduce en un mayor reclutamiento de monocitos y neutrofilos,
causando de esta forma una respuesta inflamatoria a través de la activacion del factor
de transcripcion inflamatorio NF-kB en células endoteliales (Rautou et al., 2023; Kuravi

et al., 2019). Nosotros hemos detectado un incremento de estrés oxidativo y nitrosativo
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extenso en células endoteliales senescentes, y la activacion de la respuesta inflamatoria
CyPA/EMMPRIN.

Nuestro analisis protedmico revel6 una serie de proteinas expresadas diferencialmente
en las vesiculas liberadas por ratones ApoE” mas afiosos. Estas proteinas tienen
implicacion en procesos bioldgicos clave como la senescencia y el metabolismo de
lipidos. De entre todas las proteinas valoradas, nosotros hemos identificado la proteina
CAP1 como un nuevo candidato vinculado a la enfermedad aterosclerética en relacion
con la SE. CAP1 es una proteina involucrada en el ensamblaje de actina del
citoesqueleto celular presenten en muchos tipos celulares (Heinze & Rust., 2023),
Recientemente, en diversas patologias, con especial relevancia en las de caracter
metabdlico y oncolégico, la desregulacion de CAP1 ha llamado la atencion sobre la
progresion de la enfermedad ( Bergquist et al., 2020; Jin et al., 2023). En el caso de las
enfermedades cardiovasculares, varios trabajos apuntan a CAP1 en el desarrollo de
placas de ateroma (Gaillard et al 2020), aunque no fue hasta 2020 cuando se propuso
por primera vez un mecanismo molecular a través de la formacion de un complejo con
PCSK9, necesario para prevenir el reciclaje de LDLr, postulando la especial relevancia
de CAP acomplejado con PCSK9 para que ésta ejerza su funcion sobre la degradacion
de LDLr, lo que hace de CAP1 una nueva diana con finalidad terapéutica, ya que su
inhibicion impediria a PCSK9 ejercer su funcion, favoreciendo de esta manera el
reciclado de LDLr y por tanto reduciendo significativamente los niveles de LDLc (Gaillard
et al., 2020; Lagace et al., 2014). Nosotros aportamos una nueva funcionalidad de
CAP1, como claro efector de SE, siendo ademas importante el descubrimiento de que
es totalmente independiente de PCSKS9, lo que hace de esta proteina un posible nuevo

marcador de predictivo aislado de senescencia asociado al desarrollo de aterosclerosis.

Nuestro estudio representa un nuevo descubrimiento, ya que es el primero en reportar
de la presencia de CAP1 en vesiculas derivadas de ratones ateroscleréticos
envejecidos. También aclara un papel directo de CAP1 en la progresion de la SE,
evidenciado por la induccion del envejecimiento en células endoteliales aorticas
humanas y células endoteliales coronarias a través de EVs que contienen CAP1. De
acuerdo con esta observacion, vale la pena sefalar que PCSK9 se expresa en células
endoteliales vasculares y, al igual que con CAP1, los niveles de PCSK9 también
muestran un aumento en HAEC envejecidos. No obstante, la inhibicién farmacolégica
de PCSK9 no reporté ningun efecto sobre la SE inducida por CAP1. Caba aclarar, sin
embargo, si CAP1 es el Unico responsable o se acompleja con otras proteinas aun por

descubrir. En este contexto, es digno de mencién que CAP1 sirve como receptor para
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la proteina resistina humana, participando en la inflamacion mediada por monocitos
(Munjas et al., 2017; Zhou et al., 2021). Esta interaccion tiene implicaciones en
condiciones como la enfermedad arterial coronaria y la aterosclerosis. Ademas,
investigaciones recientes han vinculado la secrecién de resistina por macréfagos

alveolares con la disfuncion endotelial (Jung et al., 2006).

Nuestro trabajo aporta luz a un problema tan complejo como el de la SE, reconociendo
que CAP1 puede representar solo uno de los numerosos objetivos aun por descubrir.
En este sentido, como indicamos en el analisis protedmico, pudimos identificar nuevos
candidatos potenciales como componentes de carga presentes en los EVs de ratones
ApoE™ afiosos, presentes en el envejecimiento, el ensamblaje de actina, la sefializacion
de integrinas, la adhesion celular a la matriz, el metabolismo lipoproteico, la agregacion
plaquetaria, la actividad del proteasoma y la coagulacién sanguinea. En consecuencia,
esta Tesis Doctoral abre una gran oportunidad de profundizar sobre el descubrimiento
de nuevos objetivos potenciales con implicaciones significativas para patologias, en las

que el envejecimiento asociado a su origen es fundamental.
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BLOQUE | y Il. BASES GENERALES DE LA INFLAMACION Y EL SINDROME
CORONARIO.

1. La Ivabradina aumenta la expresién de CyPA en el area necrética de los corazones
de cerdos sometidos a IR, ligando natural del enzima degradativo de la matriz

extracelular, EMMPRIN, aunque disminuye sus niveles plasmaticos tras la reperfusion.

2. Los extractos proteicos de corazones de los animales de experimentacion revelan
que tras la administracion de lvabradina se promueve la formacion del complejo entre
CyPA y las formas inactivas de EMMPRIN, bajamente glicosiladas (LG-EMMPRIN),
reduciendo asi su interaccién con las formas activas de EMMPRIN, altamente
glicosiladas (HG-EMMPRIN).

3. Como consecuencia del tratamiento con Ivabradina, se produce un descenso
significativo de los niveles del enzima degradativo de la matriz, la metaloproteasa de
matriz extracelular MMP-9, uno de los principales marcadores de necrosis miocardica
tras la reperfusion, acorde con la inhibicion del complejo CyPA/HG-EMMPRIN en los

corazones de los animales infartados.

4. Al igual que sucede en los animales infartados, en condiciones de hipoxia, la

Ivabradina disminuye la secrecion de CyPA en células cardiacas.

5. El efecto de la Ivabradina sobre la degradacion lisosomal de CyPA requiere una
investigacion con mayor profundidad, ya que la presencia de Ivabradina incrementa la
acumulacion de vesiculas lisosomales tempranas cargadas con CyPA, aunque no

hayamos detectado una contribucién significativa sobre su degradacion proteolitica.

BLOQUE Ill. BASES GENERALES DE LA INFLAMACION Y EL SINDROME
CORONARIO.

1. En un modelo replicativo de senescencia de células endoteliales humanas de arteria
aortica, HAEC, vy arteria coronaria, CAEC, podemos correlacionar el fenédmeno de la
Senescencia Endotelial con el de la Disfuncién Endotelial, al perder progresivamente la

capacidad de producir NO y aumentar la generacion de anién superéxido en el proceso.

2. En el modelo replicativo de Senescencia Endotelial, detectamos un incremento

significativo y paulatino en la relacion BH2/BH4, que contribuye a la incapacidad del
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enzima Oxido Nitrico Sintasa endotelial (eNOS) para producir NO, al no disponer de su

cofactor tetrahidrobiopterina, BH4.

3. En el modelo replicativo de Senescencia Endotelial, detectamos la inhibicion
significativa y paulatina del enzima Dihidrofolato Reductasa (DHFR), responsable de la
reduccion enzimatica de dihidrobiopterina (BH2) en tetrahidrobiopterina (BH4),
contribuyendo asi con la reduccion de los niveles de BH4, y por tanto, a la incapacidad

de eNOS para producir NO.

4. En el modelo replicativo de Senescencia Endotelial, detectamos la inhibicion
significativa y paulatina del enzima GTP-Ciclohidrolasa, encargada de la sintesis “de

novo” de BH4 y por tanto, a la incapacidad de eNOS para producir NO.

5. En el modelo replicativo de Senescencia Endotelial, dada la reduccion significativa en
los niveles de BH4, detectamos el desacoplamiento significativo y paulatino de la eNOS
respecto las proteinas “proteina de choque térmico Hsp90 “y la “proteina quinasa ligada
a integrinas ILK”, lo que promueve la incapacidad de eNOS para producir NO, en
contraposicion para generar anion superéxido, contribuyendo asi a la generacion de

estrés oxidativo.

6. En el modelo replicativo de Senescencia Endotelial, se genera un incremento
significativo y paulatino de estrés oxidativo, a través tanto del desacoplamiento de
eNOS, como del incremento de los niveles de NADPH-oxidasa, lo que ademas
contribuye a la generacion de un estrés nitrosativo a través de la formacion del radical
citotdxico peroxinitrito junto con la subyacente nitracion de los residuos de Tirosina de

las proteinas.

7. En el modelo replicativo de Senescencia Endotelial, y gracias al menos al estrés
oxidativo generado, se produce un incremento significativo y paulatino de un entorno
proinflamatorio, al detectar el incremento significativo de los niveles del factor
proinflamatorio endotelial CyPA, su receptor degradativo de la matriz extracelular y
activador de Metaloproteinasas EMMPRIN, junto con los niveles de las
metaloproteinasas MMP-9 y MMP-13, principales enzimas degradativas de la matriz en
el contexto inflamatorio de diversas patologias con un origen inflamatorio como la

aterosclerosis.

8. Proponemos la evaluacion temprana de los niveles circulantes de BH4 y su relacion

con BH2, como marcador temprano a nivel subclinico de senescencia endotelial,
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predictor de disfuncion endotelial, paso inicial de patologias inflamatorias como la

aterosclerosis.

BLOQUE IV. NUEVAS DIANAS MOLECULARES ASOCIADAS A LA SENESCENCIA
ENDOTELIAL PARA EL TRATAMIENTO DE LA ATEROSCLEROSIS.

1. La edad cronologica es un de los factores clave para el desarrollo de aterosclerosis,
tal y como hemos podido constatar en un modelo de aterosclerosis murino en ratones
jévenes y afosos deficientes para el gen ApoE y sometidos a dieta hipercolesterolémica

en el mismo momento temporal.

2. Durante el desarrollo de aterosclerosis se produce la liberacion de Vesiculas

Extracelulares, cuya firma protedmica se correlaciona con la edad cronolégica.

3. El analisis protedmico de las Vesiculas Extracelulares indica la presencia de mas de
400 proteinas, implicadas en los fenédmenos bioldgicos de envejecimiento, adhesion y
sefalizacién celular, metabolismo lipidico, agregacion plaquetaria, y coagulacién

sanguinea.

4. Del total de proteinas presentes en las Vesiculas Extracelulares, las procedentes de
los ratones afiosos ApoE” presentan 22 diferencialmente expresadas, y especialmente
podemos destacar la Proteina Asociada a la Ciclasa 1 (CAP1), recientemente asociada
como componente fundamental para la accion de la proteina PCSK9 en la degradacion

del receptor de LDL, y por tanto clave en la generacion de placa de ateroma.

5. El silenciamiento génico de la proteina CAP1 previene de manera especifica la
senescencia de las células endoteliales HAEC y CAEC, mientras que su sobreexpresion

en las células silenciadas recupera el fenotipo senescente.

6. El efecto de CAP1 en la senescencia endotelial es independiente de PCSK9, ya que
su inhibicion farmacoldgica, no revierte el efecto de CAP1 sobre el proceso senescente,
lo que refuerza la idea del uso de CAP1 como marcador independiente predictivo del
proceso senescente endotelial, con las implicaciones que ello conlleva sobre la
disfuncion endotelial y posterior respuesta inflamatoria en patologias como la

aterosclerosis.
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6. Las Vesiculas Extracelulares aisladas de ratones afiosos ApoE™

(que contienen
CAP1), inyectadas en ratones de fenotipo salvaje y alimentados con una dieta
hipercolesterolémica, inducen la formacion de un fenotipo aterosclerético, mientras que

en ratones jovenes ApoE™"

, inducen la formacion de un fenotipo aterosclerético propio
de animales afiosos, incluyendo la generacion de placas de ateroma con un grado

extenso de calcificacion.

7. En un estudio piloto con muestras de pacientes, los niveles de CAP1 en muestras de
endarterectomias carotideas estan directamente relacionados con la edad cronoldgica
de los pacientes. No obstante, los resultados obtenidos han de ser validados en estudios

ex profeso con el tamafio muestral y los criterios de inclusion-exclusién adecuados.

8. Proponemos a CAP1 como marcador clave de senescencia endotelial vs edad
cronolégica endotelial, para poder prevenir patologias cardiovasculares en las que esta

proteina puede jugar un papel fundamental como es la aterosclerosis.
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Abstract: In response to cardiac ischeméa/ reperfusion, proseolysis mediated by extraceliular ma-
trix metalloproteinase inducer (EMMPRIN) and its secreted ligand cyclophilin-A (CyPA) sagnif-
wantly contributes to candiac ingury and necrosis. Heere, we aimed to investigate if, in addition
to the effect on the funny curnent (I(A)L Ivabradine may also play a role against candiac necro-
sis by reducing EMMPRIN/CyPA-mediated candiac inflammation. In a porcine maodel of candiac
ischemia/reperfusson (IR), we found that admvinistration of 0.3 mg/ kg Ivabradioe significantly sn-
proved cardiac function and reduced casdiac necrosis by day 7 after IR, detecting a significant increase
an candsac CyPA in the necrotsc companed to the risk areas, which was inversely correlated with the
bevels of circulating CyPA detected in plasma samples from the same subjects. In testing whether
tvabeadine may segulate the levels of CyPA, no changes in tissue CyPA were found in healthy pigs
treated with 0.3 mg/kg Ivabradine, but mbenestingly, when analyzing the complex EMMPRIN /CyPA,
rather high glycosylated EMMPRIN, which s required for EMMPRIN-mediated matrix metallopeo-
seinase (MMP) activation and increased CyPA bonding to low-glycosylated forms of EMMPRIN
were detected by day 7 after IR in pigs treated with Ivabradine. To study the mechanism by which
Ivabradioe may prevent seceetion of CyPA, we first found that Ivabradine was time-dependent in
mhibiting co-localization of CyPA with the granule exocytosis oarker vesicle-assocated membrane
protein 1 (VAMP1). However, Ivabradine had no effect on mRNA expression noe in the peoteasoane
and lysosome degradation of CyPA. In conclusion, our results point toward CyPA, its ligand EMM-
PRIN, and the complex CyPA/EMMPRIN as important targets of Ivabradine in cardiac protection
agairwt IR

Keywords: acute myocantial infarction; schema/ reperfusion; Ivabradine; EMMPRIN; cyclophalin A

1. Introduction

Cardiac remodteling is the result of an orchestrated series of genomic, biochemical,
and morphological changes which determine the heart’s fate in terms of restoring adequate
heart contractility. Adverse cardiac remodeling may result in severe and chronic heart
failure by still unknown molecular events, and hence, intense research on finding new
diagnostic and forecast molecular targets is of a significant interest.

Ivabradine is designed to target cardiac funny current (1(f)) by inhibiting the activity
of hyperpolarization-activated cydic nucleotide (HON)-gated potassium channels, reduc-
ing heart rate with no significant effect on blood pressure and cardiac output. Therefore,
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Abstract: Vascular aging is associated with the development of cardiovascular complications, in
which endothelial cell senescence (ES) may play a critical role. Nitric axide (NO) prevents human ES
through inhibition of oxidative stress, and inflammatory signaling by mechanisms yet to be elucidated.
Endothelial cells undengo an irreversible growth arrest and alter their functional state after a finite
number of divisions, a phenomenon called replicative senescence. We assessed the contribution
of NO during replicative senescence of human aortic (HAEC) and coronary (CAEC) endothedial
cells, in which accumulation of the senescence marker SA-B-Gal was quantified by S-galactossdase
staining on cultured cells. We found a negative correlation in passaged cell cultures from PO to P12,
between a reduction in NO productson with increased ES and the formation of reactive oxygen (ROS)
and nitrogen (ONOO ™ ) species, indicative of onxsdative and nitrosative stress. The effect of ES was
evidenced by reduced expression of endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS), Interleukin Linked
Kinase (ILK), and Heat shock protein 90 (Hsp90), alongside a significant increase in the BH2/BH4
ratio, inducing the uncoupling of eNOS, favoring the production of superoxide and percynitrite
species, and fostering an inflammatory enviroament, as confirmed by the levels of Cyclophilin A
(CypA) and its receptor Extracellular Matrix Metalloprotease Inducer (EMMPRIN). NO prevents ES
by preventing the uncoupling of eNOS, in which onidation of BH4, which plays a key role in eNOS
producing NO, may play a critical role in launching the release of free radacal species, triggering an
Keywords: endothelial senescence (ES); nitric axide (NO); endothelial nitric oxide synthase (eNOS)
uncoupling; tetrahydrobiopterin (BH4); oxidative stress; inflammation; Cyclophilin A (CypA);
extracellular matrix metalloprotease inducer (EMMPRIN)

1. Introduction
Endothelial dysfunction (ED) is an early indicator of vascular disease and can pre-
cede the development of several cardiovascular complications, including hypertension,
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