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Los objetivos fueron analizar, en el cardiomiocito hu-
mano con insuficiencia cardiaca de origen isquémico
(MCI) o dilatado (MCD), la estereologia nuclear, asi como
determinar los valores de p62, proteina implicada en el
transporte nuclear. Estudiamos 23 corazones humanos,
10 con MCI, 10 con MCD y 3 controles (CNT). Los cora-
zones con MCIl y MCD mostraron un aumento en el tama-
fio nuclear y nucleolar (el 60% y el 66%, p = 0,03; el 59%,
p = 0,02; y el 75%, p = 0,03, respectivamente), frente al
grupo CNT. Los valores de p62 aumentaron en ambas
miocardiopatias (MClI, 110%, p = 0,01; MCD, 145%, p =
0,04). En la MCI, los valores de p62 estuvieron correla-
cionados con el area del nucleo (r = 0,615; p = 0,05) y el
porcentaje de heterocromatina (r = —0,707; p = 0,02). En
conclusion, los corazones con MCIl y MCD mostraron al-
teraciones en la morfologia nuclear. Las cifras de p62 se
duplicaron en ambas miocardiopatias y en correlacion
con alteraciones nucleares en la MCI.

Palabras clave: Miocardiopatia. Insuficiencia cardiaca.
Proteinas.

Nuclear Changes and p62 Expression in
Ischemic and Dilated Cardiomyopathy

The study’s objectives were to investigate nuclear
stereology and to determine the level of p62, a protein
involved in nuclear transport, in human cardiomyocytes
from patients with heart failure due to ischemic
cardiomyopathy (ICM) or dilated cardiomyopathy (DCM).
We studied 23 human hearts: 10 had ICM, 10 had DCM,
and three were from control subjects. The size of the
nucleus was significantly increased in ICM and DCM
hearts compared with those from controls (by 60% and
66%, respectively, P=.03), as was the size of the
nucleolus (by 59%, P=.02 and 75%, P=.03, respectively).
In addition, the p62 level was significantly increased in
both forms of cardiomyopathy compared with controls
(ICM 110%, P=.01; and DCM 145%, P=.04). In the ICM
group, there were correlations between the p62 level and
nuclear size (r=0.615, P=.05) and between the p62 level
and the heterochromatin percentage (r=—0.707; P=.02). In
conclusion, cardiomyocytes from hearts affected by ICM
and DCM showed changes in nuclear and nucleolar
morphology. The p62 level had doubled in both forms of
cardiomyopathy and, in ICM hearts, there was a
correlation with nuclear changes.
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INTRODUCCION

La progresion de la insuficiencia cardiaca se carac-
teriza por una serie de mecanismos de compensacion,
donde intervienen fuerzas hemodindmicas y factores
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hormonales y genéticos que alteran el tamaio, la for-
ma y la funcién del ventriculo'. Pese a la importancia
del nidcleo y del transporte de macromoléculas niicleo-
citoplasma?, todavia no se ha estudiado su papel en la
insuficiencia cardiaca.

Los objetivos de nuestro estudio son analizar en el
cardiomiocito humano con insuficiencia cardiaca de
origen isquémico (MCI) o dilatado (MCD), la estereo-
logia de su nicleo (tamafio y forma, masas de cromati-
na), y determinar los valores de nucleoporina p62 del
complejo de poro nuclear (CPN) implicada directa-
mente en el transporte nuclear®>, y su relacién con los
distintos pardmetros nucleares.
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ABREVIATURAS

CNT: control.

CPN: complejo de poro nuclear.
MCD: miocardiopatia dilatada.
MCI: miocardiopatia isquémica.

METODOS

Obtencidn de muestras

Corazones humanos explantados, 10 pacientes con
MCI (54 + 4 afios, el 100% varones) y 10 pacientes
con MCD (52 + 6 afios, el 100% varones) (tabla 1),
sometidos a trasplante cardiaco. Todos ellos tenian
historia clinica, ECG, estudio eco-Doppler y corona-
riografia, estaban clasificados funcionalmente y en tra-
tamiento.

Las muestras transmurales de tejido se tomaron del
dpex y de la base del ventriculo izquierdo; se mantu-
vieron en NaCl al 0,9% durante la extraccién y se al-
macenaron a 4 °C por un mdximo de 8 h desde la pér-
dida de la circulacién coronaria. Las muestras fueron
obtenidas mediante consentimiento informado de los
pacientes. El estudio fue aprobado por el comité ético
del hospital y se realiz6 de acuerdo con la Declaracién
de Helsinki.

Andlisis de microscopia optica

Las muestras se fijaron en solucién de glutaraldehi-
do (1,5%), formaldehido (1%) y tampén cacodilato
0,05 mol (pH 7,4) durante 60 min a 4 °C, deshidrata-
das y embebidas en resina epoxi Epon 812. Se obtu-
vieron cortes semifinos (50 um) tefiidos con azul de
toluidina al 0,1%, y se observaron a un aumento de
x60. Las imdgenes dpticas, obtenidas con camara digi-

tal, se cuantificaron mediante el programa de imagen
Scion Image Beta 4.02 (Scion, MD, Estados Unidos).

Electroforesis y Western blot

Se homogeneizaron 50 mg de ventriculo izquierdo
en un tubo que contenia tampdén de muestra. Los ho-
mogeneizados se calentaron a 100 °C, se centrifugaron
(13.000 rpm, 5 min a TA) y, el sobrenadante obtenido
fue alicuotado. El contenido de proteinas se determind
mediante el método de Lowry. Las muestras se separa-
ron mediante electroforesis en geles NU-PAGE Tris-
acetato en gradiente 3-8% (Invitrogen). Las proteinas
se transfirieron desde el gel a una membrana de nitro-
celulosa (didmetro de poro, 0,45 nm). Las membranas
se incubaron 2 h con el anticuerpo primario (policlonal
IgG de conejo, dilucién 1/300. Santa Cruz Biotechno-
logy, Estados Unidos) y, por dltimo, las bandas se vi-
sualizaron mediante un anticuerpo secundario IgG
anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina y un sis-
tema sustrato (Sigma Aldrich). La cuantificacién del
Western blot se realiz6 mediante el programa Scion
Image Beta 4.02.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media + desviacién
estdndar. Se utiliz6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov
para estudiar la normalidad de las variables; éstas
mostraron una distribucién normal y se compararon
mediante el test de la t de Student. Las diferencias en-
tre los porcentajes se analizaron mediante el test exac-
to de Fisher. Se utiliz6 el coeficiente de correlacion de
Pearson para determinar la relacién entre pardmetros
estereoldgicos y las cifras de p62. Se realiz6 una re-
gresion lineal multiple introduciendo como variable
dependiente los valores de p62 y como independien-
tes: diagndstico, edad, drea del nicleo, heterocromati-
na (%) y superficie invaginada (%). Se asumid una di-

TABLA 1. Caracteristicas clinicas y ecocardiograficas de los pacientes de acuerdo con el tipo de insuficiencia

cardiaca
Variable Miocardiopatia isquémica (n = 10) Miocardiopatia dilatada (n = 10)
Pacientes, n 10
Edad (afios) 55+4 52+6
Sexo (varones/mujeres) 10/0 10/0
Duracién de la enfermedad (meses) 56 + 38 69 + 42
NYHA 3,3+0,3 35+0,3
Fraccion de acortamiento (%) 157 16+ 8
Didmetro del ventriculo izquierdo (mm)

Sistélico 6112 65+ 10

Diastélico 72+9 78+10
indice cardiaco (ml/min/m2) 2.560 + 766 1.993 + 353
Masa del ventriculo izquierdo (g) 275 + 65 346 + 98

NYHA: New York Heart Association.

No hubo diferencias significativas entre los grupos para ninguna de las variables. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.
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tados como media + error estan-
dar de la media. *p < 0,05.

ferencia estadisticamente significativa si p < 0,05. To-
dos los andlisis se realizaron mediante el paquete
SPSS para Windows 11.0 (SPSS Inc.).

RESULTADOS

Se analizaron imédgenes de microscopio 6ptico de 10
corazones isquémicos y 10 corazones dilatados (27
nucleos por corazon), al igual que en controles. Los
corazones enfermos mostraron aumento del drea del
ntcleo y el nucléolo, que para los isquémicos y dilata-
dos fueron un 60%, un 66% (p = 0,03) y un 59% (p =
0,02) y un 75% (p = 0,03), respectivamente, mayores
que los CNT (fig. 1). Ademads, se observaron pequefias
diferencias en la superficie de membrana nuclear inva-
ginada, una disminucion del 5% en los isquémicos y
un aumento del 11% en los dilatados, comparados con
CNT. Los valores de cromatina se mantuvieron simila-
res en ambas miocardiopatias, con un ligero aumento
del 4 y el 6%, respectivamente, frente a las muestras
de CNT.

En cuanto al analisis electroforético, los inmuno-
blots de p62 de los corazones enfermos mostraron un
aumento significativo frente al grupo CNT (n = 3),
tanto en la MCI (n = 10; 210 £ 48 y 100 £ 15; p =
0,01) como en la MCD (n = 10; 245 + 87 y 100 + 11;
p = 0,04) (fig. 2). No hubo diferencias estadisticamen-
te significativas entre ambas miocardiopatias.

Los valores de p62 mostraban una correlacion direc-
ta con el drea del niicleo (r = 0,615; p = 0,05) en Ila
MCI. También, existe una correlacion inversa entre el
porcentaje de heterocromatina nuclear (r = -0,707; p =
0,02) y la superficie de membrana nuclear invaginada
(r =-0,561), aunque ésta no alcanzé significacién (p =
0,09). A su vez, obtuvimos correlacion directa entre el
valor de heterocromatina y la superficie de membrana
nuclear invaginada (r = 0,708; p = 0,005) (fig. 3). En
la MCD no obtuvimos correlacién significativa. Por
dltimo, al realizar una regresion lineal multiple obtuvi-
mos que solamente la variable diagnéstico influyé di-
rectamente en los valores de p62 (1> = 0,46).

DISCUSION

En el primer objetivo de nuestro estudio hemos ob-
servado alteraciones estructurales en los ntcleos de los
cardiomiocitos isquémicos y dilatados frente al grupo
control, y hay un aumento significativo del drea del
nicleo y nucléolo. El tamafio de los nucléolos es refle-
jo directo de su actividad, lo que explicaria que nues-
tros pacientes con insuficiencia cardiaca de origen is-
quémico y dilatado muestren un gran aumento de su
tamafo, ya que el remodelado ventricular conlleva una
mayor expresion que conduce a mecanismos de adap-
tacién del corazén®’. Sin embargo, no encontramos
grandes diferencias en el porcentaje de superficie de
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membrana nuclear invaginada, ni tampoco en el por-
centaje de heterocromatina nuclear en ambas miocar-
diopatias.

En cuanto a los valores de la proteina p62, observa-
mos un aumento significativo en ambas miocardiopati-
as. Este hecho se explicaria como una consecuencia de
la activacion de la expresion génica en los cardiomio-
citos con insuficiencia cardiaca, con el consiguiente
aumento del transporte a través de los CPN y de sus
componentes, como la nucleoporina p62. Se acompafia
del aumento en el 4rea del nicleo, con un mayor nd-
mero de CPN embebidos en la envoltura nuclear,
como indica la correlacién entre el drea del nicleo y
los valores de p62.

Por dltimo, hemos relacionado los pardmetros este-
reoldgicos nucleares con la expresion de p62 en ambas
miocardiopatias, y se han obtenido correlaciones sig-
nificativas entre la p62 y el area del nicleo, el porcen-
taje de heterocromatina y de membrana invaginada,
pero tan sélo en el grupo con MCI. Esta diferencia ob-
tenida podria deberse a la activacién de un patrén de
expresion génica diferente en ambas miocardiopatias,
que conducen a una secuencia de mecanismos de
adaptacién del miocardio al estrés biomecdnico dife-
rente segun la etiologia de la insuficiencia cardiaca’®.

Una limitacion, al tratarse de un estudio transversal,
serfa la imposibilidad de establecer la secuencia de la
actuacion de factores o efectos causales. Ademas, el
tamafio muestral limita, en cierta manera, el analisis
por subgrupos etiolégicos, aunque hemos obtenido co-
rrelaciones significativas que permiten desarrollar
nuestras hipétesis. Al tratarse de un estudio novedoso
sobre el papel del nicleo en el desarrollo de esta enfer-
medad, no hemos podido comparar nuestros datos con
los de otros autores.

En conclusion, los corazones con insuficiencia car-
diaca de origen isquémico o dilatado mostraron alte-
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raciones en la morfologia nuclear, con un importante
aumento de nucleoporina p62, cuyos valores se rela-
cionaron con las alteraciones en el tamafio y la forma
del nicleo del cardiomiocito. Estos cambios morfold-
gicos y en la expresién de p62 podrian afectar a la
funcién nuclear dependiendo de la etiologia de este
sindrome.
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