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Resumen/Abstract

Rationale Autophagy participates in both physiological and pathological
remodeling of the heart. The endolysosomal two-pore channels TPC1 and TPC2 have
been implicated in the regulation of metabolism and autopl@mgctive:To study the
role of TPC1 and TPC2 in cardiac metabolism and in basal and induced cardiac
autophagic activityMethods and Result§he cardiac tissue of TPC1 knockout mice
showed significative alterations in key proteins related with cardiac metabolism as well
as with cardiac contraction and/or structure maintenance. siRNA depletion of TPC1
induced an increase in glucose uptake and on GLUT-4 translocation in cultured
cardiomyocytes. In addition, starvation induced a significant increase in aR€C1
TPC2 transcripts and protein levels that paralleled the increase in autophagic flux
(identified by increased LC3-1l and decreased p62 levels) in cultured cardiomyocytes.
SiRNA depletion of TPC2 alone or together with TPC1 increased both LC3-Il and p62
levels under basal conditions and in response to starvation, suggesting a change in the
autophagic process. Electron micrographs of cardiac tissue from TPC1/2 double
knockout mice showed that cardiomyocytes contained large numbers of immature
lysosomes with diameters significantly smaller than those of wild-type mice. In cardiac
tissues from both humans and rats, TPC1 and TPC2 transcripts and protein levels were
higher in females than in males and increased in heart failure patients compared to
healthy controlsConclusions These data are the first evidence showing that the TPCs
and the endolysosomal system could be involved in cardiac metabolism, cardiac

autophagy, and thus, in the physiopathology of cardiovascular diseases.












Introduccion]|3

Los Two Pore Channel§TPCs o TPCNs por el nombre del gen) son un grupo de
canales iénicos voltaje dependientes clonados por primera vez en el afio 2000 por
Ishibashi y col. en higado de rata y por Furuichi y é@n Arabidopsis sin embargo,
no fue hasta el afio 2009 cuando Calcraft y paistularon su papel como receptores de
calcio activados por el acido nicotinico adenina dinucleétido fogfdfADP) en
células HEK293.

Se describieron tres diferentes subtipos: TPC1, TPC2 y THBE1 y TPC3 se
encuentran predominantemente en las membranas endosomales, mientras que TPC2 se
encuentra generalmente en los lisosomas, por lo que colectivamente se conocen por su
distribucién endolisosomal.

Los TPCs son una familia de genes altamente conservados a lo largo del tiempo en
las diferentes especies (Figura® Bin embargo, es importante aclarar que a través del
filo animal los genes que codifican TPC1, TPC2 y TPC3 no siempre se expresan; ya
gue mientras que el gen que codifica para TPC3 esta ausente en ratones, rata y primates,
si que esta presente en la mayoria de los demas mamiEerdaimanos y chimpancés
las secuencias codificadoras para el terces tihinal de TPC3, pueden encontrarse
por completo en su genoma y ademas también se han visto transcriptos
correspondientes a la primera mitad de la proteina, sin embargo, estas secuencias
contienen codones de parada que generarian una proteina truncada, lo que por
consiguiente convierte a TPC3 en un pseudogen en estas e3pewmiesllo, nuestro
estudio se centra en TPC1 y TPC2 ya que ambos subtipos estan presentes en humanos,

rata y raton.
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Figura 1. Diagrama esquematico que representa el arbol genealdgico parcial del reino animal
identificando ejemplos claves de las especies en las que los genes que codifican TPC1, TPC2 y TPC3
estan ausentes o presentes. “>", indica la presencia de posibles subtipos adicionales de TPCs; ?, indica
que se desconoce la presencia de otros subitpos de' TPCs.

1. Estructura proteica de los TPCs.

El gen que codifica para TPC1 en humanos se localiza en el cromosSnea 12,
raton en el cromosoma 5 y en rata en el cromosoma 12. La proteina de TPC1 contiene
816 aminoéacidos en humarigs817 en rata mientras que en ratén se han descrito dos
isoformas distintas de TPC1: TPC1A y TPC1Ba expresién de TPC1B esta regulada
por un promotor alternativo y contiene un extremo 5-UTR distinto (al iniciarse en una
secuencia anterior al exon 3, intrénica respecto a TPC1A), lo que sugiere que ambas
isoformas pueden estar reguladas de distinta forfw@. su parte, el gen que codifica
para TPC2 en humanos se localiza en el cromosof@r tatén en el cromosoma 7 y
en rata en el cromosoma 1. La proteina de TPC2 consta de 752 aminoacidos en el caso
de humanos y rata y de 731 en ratdn.

Los TPCs se caracterizan por tener dos dominios transmembrana (I-1), cada uno de
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ellos con 6 segmentos (S1-S6) (Figurd 2).
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Figura 2. Estructura proteica de los TPCs. Se muestran las posibles glicosilaciones y representados como
“+++"los potenciales sensores de voltaje (hélice transmembrarii S4).

Se consideran canales intermedios entre los canales de cationes de un solo dominio,
como los transient receptor potential channdBRPs)” y los canales de calcio voltaje
dependientes de 4 dominios alfa (VGCESY. Por analogia con la organizacién de
estos canales VGCCs, se ha estudiado su posible dimerizacion y se ha observado,
mediante estudios de coinmunoprecipitacion y analisis de espectrometria de masas del
inmunocomplejo, la presencia de complejos homo- y heterodiméricos entre TPC1 y
TPC2 en células humanas HEK2§3Esta heterodimerizacion fue comprobada por
otras técnicas, como la transferencia de energia de resonancia de Foster (FRET)
mostrando que ambas proteinas interaccionan de forma rotacional simétrica (N- con C-
terminal)®

En los TPCs se han descrito distintas N-glicosilaciones, en los residuos 599, 611 y
616 (Figura 3}* La N-glicosilacién consiste en la adicién de una cadena de
oligosacéridos de complejidad variable a un residuo asparagina de una preia.
visto que estas modificaciones pueden afectar al plegamiento, estabilidad y funcién de
las proteind$ y, por extensién, una mutacién en cualquiera de estos residuos puede

afectar a la activacién de estos canales por NAXDP.
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Figura 3. Modelo topolégico para los TPCs. Los circulos blancos representan las posiciones de
glicosilacién identificadas en los distintos estudios (de izquierda a derecha): TPC2 Lel, TRCA
Leu-273% TPC2 Leu-265, TPC2 Asn-25%, TPC2 Asn-594, 601, Glu-643°. Los nimeros hacen
referencia a la posicién de los aminoécitfos.

2. Distribucion tisular y localizacion de los TPCs.

TPC1 y TPC2 se localizan de forma ubicua en la mayoria de los tejidos, ya que se
ha observado su presencia en todos los tejidos estudiatidgediante la técnica de
northern blotse ha descrito que en humano TPC2 se expresa en higado, rifidn, pancreas,
timo, colon, muasculo esquelético, corazén, cerebro, leucocitos, pulmén, placenta e
intestino delgadd, en rata TPC1 se expresa en higado, rifién, pancreas, pulmoén,
corazén, cerebro, musculo esquelético y testiculpsen ratén TPC1 y TPC2 se
expresan en higado, rifion, pancreas, pulmén, corazon, cerebro, timo, testiculos y
ovarios®*

El trabajo de Calcraft y cdlfue el primero en describir la localizacién intracelular
de los TPCs en células HEK293, usando un anticuerpo anti-TPC2 que mostré una
tincion puntiforme en el citoplasma (bloqueada por sus antigenos peptidicos) que se
solapaba con la proteina asociada a la membrana de los lisosomas 2 (LAMP2) pero no
con marcadores de reticulo endoplasmico, aparato de Golgi o mitocondria. Por el
contrario, TPC1 mostro una colocalizacion escasa con TPC2 o LAMP2, encontrandose
predominantemente en endosorhdn trabajos posteriores también se observé esta
colocalizacién: Brailoiu y col® expresaron laed fluoresce protein (RFP) unida a
TPC1 y TPC2 (RFP-TPC1 y RFP-TPC2) en oocitosXdropus laeviy observaron

que tanto TPC1l como TPC2 se comportaban como proteinas intracelulares, sin
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observarse fluorescencia en la membrana plasmatica. Paralelamente observaron
colocalizaciébn de TPC1 con marcadores de lisosomas (LAMP1), endosomas tardios
(LAMP1) y endosomas (endo-GFP) pero no con marcadores de reticulo endoplasmico
(DsRed2-KDEL); sin embargo, solo observaron colocalizacién de TPC2 con LAVP1.
Ruas y cof? también observaron en células HEK293 realizando un marcaje de TPC1 y
TPC2 con eltag mCherryuna colocalizacion de ambos cduysoTracker Green
(marcador de organelas acidicas), mas concretamente TPC2 colocalizaba con LAMP2 y
parcialmente con el marcador de los endosomas de reciclaje (receptor de transferrina); y
TPC1 también colocalizaba parcialmente con LAMP?2.

En resumen, los TPCs se localizan en las distintas organelas del sistema
endolisosomal, estando TPC1 presente en endosomas, endosomas de recliclaje y
lisosomas (como se demuestra por su colocalizacion con marcadores endosomales y
lisosomales) mientras que TPC2 se localiza en endosomas tardios/lisosomas (ya que
solo colocaliza con las proteinas de membrana del lisosoma: LAMP1 y LANfZ2Y?

De forma colectiva se conocen como receptores endolisosomales, término que agrupa a

los endosomas tempranos, tardios y de reciclaje y, a los lisoSomas.

3. TPCs y sistema endolisosomal.

Los TPCs se han postulado como reguladores de la funciones endosomales y
lisosomales debido a su localizacién endolisosomal, de hecho, Rua¥ plesgrvaron
que alteraciones en los niveles de expresion de los TPCs inducian bloqueo en el
transporte endocitico y que incluso su sobreexpresion daba lugar al alargamiento de

lisosomas, procesos caracteristicos de las enfermedades endolisosomales.
3.1. Endosomas.

Los endosomas son unos compartimentos membranosos de forma irregular, que
tienen un papel clave en la endocitosis, al funcionar como una estacién de llegada,
clasificacion y reparto de moléculas que se comunica con otros compartifientos.

El transporte endocitico se ha considerado como un subsistema celular que se

encarga de la regulacion de la homeostasis, supervivencia, proliferacion, diferenciacion
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y comunicacion intraceluldf. Estas funciones las realiza a través de dos procesos
claves:
- Suministrando a la célula factores estructurales y nutritivos como azucares,
aminoécidos, acidos grasos, vitaminas y otros susffatos.
- Regulando la comunicacion entre el transporte endocitico y las distintas rutas
intracelulares: por ejemplo, en la enfermedad de Alzheimer, una endocitosis
adecuada permite la formacién y eliminacién adecuada del faetmiloide?
mientras que, por el contrario, un bloqueo en el transporte endocitico se ha
relacionado con la transformacién oncogéfAfcaon la enfermedad de
Huntington y con otras enfermedades neurodegenerafiv@sos factores
como el estrés oxidativo, los procesos infecciosos o la entrada de liposomas
como agentes terapéuticos también estan modulados por el transporte
endosomaf®°
Las moléculas internalizadas a través de las distintas rutas endociticas pueden ser
recicladas, degradadas via endosomas y lisosomas tardios o devueltas a la membrana
plasmatica: todos estos procesos convergen en el denominado endosoma t&mprano,
gue se puede definir como el primer compartimento en aceptar las sustancias para la
endocitosis, siendo una estructura altamente dindmica y pleomorfica que se compone de
regiones tubulares (de aproximadamente 60 nm de diametro) y grandes vesiculas (de
aproximadamente 400 nm de diametro) con invaginaciones membranosas que dan lugar
a su caracteristica apariencia multivesictlaEstas dos estructuras dentro del
endosoma temprano son funcionalmente importantes ya que las proteinas para el
reciclaje pueden agruparse principalmente dentro de las regiones tubulares, mientras
que los elementos multivesiculares estan a menudo involucrados en la degradacion
(Figura 4)* Las vesiculas generadas a partir de estas dos regiones de membrana,
presentan diferencias en cuando a sus propiedades de acidificacion: el pH disminuye de
6.2 a 5.5 en el lumen de los cuerpos multivesiculares, mientras que aumenta en los
endosomas de reciclaje tubulares a%6.5.

Aunque la mayoria de los ligandos internalizados se degradan, sus receptores a
menudo se reciclan de nuevo a la superficie celular, en ciclos sucesivos de unién a
ligando e internalizaci6i. El pH moderadamente &cido del lumen de los endosomas

tempranos permite la disociacion entre el ligando y su receptor y esto, unido a la mayor



Introduccion]|9

superficie de la membrana del dominio tubular, hace que los receptores (y otras
proteinas de membrana) se acumulen en esta region, permitiendo ademas que la
mayoria de los lipidos y proteinas de membrana vuelvan a la superficie ¥elular.
Distintos estudios han confirmado la existencia de tres rutas de reciclado hacia la
membrana plasmatica: una directa desde el endosoma temprano (via de reciclaje
rapido), una indirecta a través del reticulo endoplasmico en la que estan implicados los
endosomas de reciclaje (via reciclaje lento) y una tercera denominada via retrégrada,
mediante la cual el material que va a ser reciclado pasa previamente por el aparato de
Golgi.®* Para alcanzar el aparato de Golgi, las moléculas internalizadas procedentes de
la membrana plasméatica deben pasar por distintas combinaciones de endosoma
temprano, endosoma tardio y/o reticulo endoplasmico, dependiendo de las sefales del
material internalizado (Figura .

Los endosomas que transportan los materiales que van a ser degradados via
lisosoma, maduran y se acidifican para dar lugar a los endosomas tardios, cuyo material

sera transferido y degradado a través del lisoséma.
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Figura 4. Clasificacion endosomal de los ligandos internalizados. El material internalizado destinado
para degradacion es transportado a las vesiculas intraluminares pasando posteriormente al endosoma
tardio, hasta que finalmente se degrada. Por otro lado, se puede producir el reciclaje de receptores a través
de la via lenta o rapida y a través del aparato de Golgi. Esta Ultima ruta se suele denominar transporte
retrogrado y comprende distintas rutas en las que participan moléculas como Rab9 y SNX-BAR (nexinas
de clasificacién). En esta representacién también se muestran los diferentes fosfoinositoles implicados en
el proceso. Pl(4,5)Pfosfoinositol 4,5-difosfato; PI(4)P, fosfoinositol 4-fosfato; PI(3)P, fosfoinositol 3-
fosfato; PI(3,5)R fosfoinositol 3,5-difosfatd®

Se han propuesto numerosas hipétesis que tratan de explicar los mecanismos de

transferencia del material endocitado de los endosomas a los lisosomas:
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- Modelo de maduracion: postula que el endosoma madura para dar lugar al
lisosoma®

- Modelo de transporte a través de las vesiculas: postula que los endosomas

tempranos, los endosomas tardios y los lisosomas son compartimentos estables,
en los que el transporte de materiales desde el endosoma primario hasta el
endosoma tardio (que puede madurar hasta convertirse en un lisosoma) o hasta
el lisosoma, se realiza a través de una vesicula transportadora endosomal con
caracteristicas de cuerpo multivesicdfar.

- Modelo“kiss and run”: este modelo propone que los endosomas y lisosomas

sufren ciclos repetidos de fusion y fision, lo que permite la transferencia de
materiales y el mantenimiento de los lisosofffas.

- Modelo ‘kiss and run” modificado: este modelo postula la existencia de una

fusiéon entre el endosoma tardio y el lisosoma, que conduce a la formacion de
una organela hibrida que, finalmente da lugar a la reformacién del lisdsoma.
Estos modelos no son exclusivos entre si y es posible que las células empleen mas
de uno de estos procesos para la transferencia de material entre los endosomas y los
lisosomas (Figura 5).

4
Maduracion @ % 9‘
Transporte vesicular @ 9@9 - @ e ’
: A

S

ET L
“Kiss-and-run" @ ’ » @ + @ ’
“Kiss-and-run” modificado @ ’ 9 + ’

Figura 5. Modelos de transferencia de material entre los endosomas y los lisosomas. EE, endosoma
temprano; ET, endosoma tardio; L, lisosoma; VTE, vesicular transportadora endosomal; VC, vesicula de
carga; VR, vesicula de recicldfe.

Organela
hibrida
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Reguladores del trafico endosomal.
Los mecanismos concretos encargados de regular la endocitosis son multiples y
complejos y todavia no se conocen con exactitud, pero podemos centrarnos en tres

reguladores principales: pequeias GTPasas, fosfoinositoles y calcio.

Pequenas GTPasas.

Las GTPasas son unas enzimas de tipo hidrolasa que tienen dos estados
funcionales: uno activo, con GTP unido, y uno inactivo, con GDP unido, siendo los
factores intercambiadores de nucleétido guaniddtaH del inglésguanine nucleotide
exchange factgrlos que catalizan el intercambio de GDP por GTP (iniciador de la
actividad)?® En el estado activo reclutan otros efectores, que a su vez van a ayudar al
trafico vesiculaf® Dentro de las GTPasas se incluyen diversas subfamilias que se
encargan principalmente de la regulacion del trafico de membrana; entre ellas, esta la
superfamilia de Ras unidas a pequefias GTPasas, siendo Rab, Arf/Sar, Ral y Rho las
mas estudiadd$.

Las proteinas Rab son las mas numerosas (se conocen mas de 60 tipos distintos en
humanosy y regulan eventos secuenciales en la maduracién del endosoma, incluyendo
el transporte de vesiculas a través del citoesqueleto y la fusion entre las thiBoras.
ejemplo, el cambio de Rab5 a Rab7 es un proceso clave en la iniciacion de la
maduracién del endosorfalLos Rabs también reclutan factores de anclaje que se
acoplan a las vesiculas antes de su fusion (Figura 6A) para acelerar e incrementar la
eficiencia de la misma, regulando asi a SNARE (acronimo del ingI8blA@ (Soluble
NSF Attachment Protein) Receptdf De esta forma, las proteinas Rab GTPasas y los
fosfoinositoles ayudan al mantenimiento de la identidad de las vesiculas intracelulares,
necesaria para el reclutamiento de otros efectores espetificos.

Las proteinas Arf son la subfamilia mas divergente de Ras GTPasas y suelen
controlar el inicio de la formacién de las vesicdfasas Ral GTPasas se encuentran
solo en células animales y juegan un papel tanto en la endocitosis como en la
exocitosis’® Finalmente se conocen mas de 20 Rho GTPasas en humanos, que actiian

en el trafico de vesiculas, la polaridad celular, la migracién celular, apoptosis y en el
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transporte de viru®.

Fosfoinositoles.

Los fosfoinositoles son lipidos de membrana poco abundantes que se localizan en
compartimentos especificos de la ruta endociti€isten 7 tipos diferentes segin la
combinacion de fosforilaciones en las posiciones 3, 4 y 5 de los inositoles. PI(3)P se
encuentra en el lado citoplasmatico de los endosomas tempranos y tardios y en los
recién formados fagosomas y autofagosomas (que se explicaran mas atePaq.
se localiza en la cara citoplasmatica del aparato de &adlgilocalizacion de PI(5)P es
la menos estudiada, sin embargo, se ha visto que tiene un papel clave en la sefalizacion
nuclear y en el dinamismo de la membrah®I(3,4)B y PI(3,4,5)R se generan
transitoriamente tras la activacion de receptores de membrana, mientras que;Ri¢4,5)P
relativamente abundante en la membrana plasmatica y participa en diversas funciones
especificas de la mismaFinalmente, PI(3,5)Pse genera en los endosomas tardios y
en los lisosomas, usando como sustrato el PPE3)P.

Los fosfoinositoles son capaces de regular el tréfico vesicular a través de al menos
dos mecanismos distintos: en primer lugar, son capaces de reclutar proteinas
citoplasmaticas efectoras que funcionan en compartimentos especificos y que son
capaces de iniciar y terminar procesos de trafico vesicular de forma sectfeycat;
segundo lugar, los fosfoinositoles pueden regular directamente la actividad de proteinas
de membrana, entre las que se incluyen los canales i6nicos y los transpottdderes.
esta forma se ha postulado que el PI(3,p@iria regular la actividad de la familia de
los canales de cationes de potencial de receptor transitorio, de la subfamilia mucolipinas
(TRPML) y de los TPC3"°® Asimismo, un incremento en los niveles de PI(3,5)P
podria inducir la liberacion de calcio, lo cual podria dar lugar a la fusiébn de membranas
(Figura 6)%’
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Figura 6. Mecanismo propuesto para la fusion entre membranas llevada a cabo por los fosfoinositoles y
el calcio.A. La iniciacion de la fusién vesicular esta mediada por la cooperacion entre las proteinas Rab y
los factores de anclaje, que coordinan el ensamblaje del complejo SNSERIbI€ NSF Attachment
Protein Receptor)B. Una vez que se produce el ensamblaje del complejo SNARE, las vesiculas estan
listas para fusionars€. Un incremento en la concentracion de PI(3;3®iva el flujo de calcio hacia el
citosol, lo que podria desencadenar la fusion de vesiculas. Pl Kinasa, fosfoinositol kinasa;,PI(3,5)P
fosfoinositol 3,5-difosfatd!

Calcio.

El ion calcio es quizds el mensajero intracelular mas versatil en eucariotas, ya que
regula numerosos procesos como son el ciclo celular, el transporte, la motilidad, la
expresion de distintos genes y el metaboliSmbas células responden a diversos
estimulos mediante cambios en la concentracion de calcio libre, siendo importante
también la velocidad, magnitud, frecuencia y los patrones espacio-temporales de la
|60

sefial>” Otro aspecto a tener muy presente es el papel que pueden tener como

reservorios y movilizadores de calcio las diferentes organelas intracelulares como el
reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi, los endosomas, los lisosomas, los
peroxisomas, los granulos secretores y la mitocofiliria.

El reticulo endopldsmico ademas media otros procesos intracelulares como la
autofagia y el trafico de membratfay es capaz de comunicarse con otros reservorios
de calcio como los lisosom&sSin embargo, poco se conoce sobre como se regula el
calcio lisosomal, aunque se ha visto que después de la endocitosis, los endosomas
tempranos pierden rapidamente el calcio, acidificAndose para dar lugar a endosomas
maduros? Por el contrario, el incremento del pH lisosomal conduce a un aumento del
calcio lisosomal, lo que pone de manifiesto que el balance i6nico es importante para el
mantenimiento de los depdsitos lisosomales de cifcio.
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Ademas, la concentracién de otros iones como el sodio y en zinc en los endosomas
y lisosomas podria ser importante para el trafico vesicular, ya que podria influir sobre el

potencial de membrana y por lo tanto sobre et
3.2. Lisosomas.

Los lisosomas, descritos por primera vez por Christian de Berelos afios 50, se
han considerado como organelas citoplasmaticas de alta capacidad degradativa (Figura
7)%" La degradacién es llevada a cabo por mas de 60 hidrolasas acidas (proteasas,
lipasas, glicosidasas, peptidasas, nucleasas y sulfatasas) cuya accion conjunta permite la
degradacion de todo tipo de macromoléctidsas hidrolasas mejor caracterizadas son
las catepsinas, que se dividen en 3 grandes grupos atendiendo al aminoacido que se
encuentre en su sitio activo: serina (A y G), cisteina (B, C, F, H, K, L, O, S, V, Wy X)
y aspartato (D y E). La catepsinas D, B, C, H y L se expresan de forma ubicua y son las
proteasas mas abundantgs.
En la bicapa lipidica que compone la membrana lisosomal se encuentran diversas
proteinas de gran importancia para la conservacion y funcionamiento del lisosoma:
- Una serie de proteinas altamente glicosiladas conocidas como LAMPs
(lysosomal-associated membrane proteidsSMP1, LAMP2 y CD36/LAMP3),
que parecen tener un papel muy importante en la proteccion de la membrana
contra las enzimas hidroliticas; sin embargo, siguen siendo objeto de &tudio.
- Proteinas que median el transporte de iones, amino acidos y otros solutos a
través de la membrana para mantener el pH luminal entre 4°6-5.0.

Membrana
plasmatica

Bicapa Lipidica

Enzimas Proteinas glicosiladas
hidroliticas de membrana

Figura 7. Representacion esquematica de la anatomia de un lisosoma.
http://micro.magnet.fsu.edu/cells/lysosomes/lysosomes.htmi
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Los lisosomas son organulos morfolégicamente heterogéneos, que comparten la
mayoria de sus propiedades con un grupo de organblass@gme-related organell®s
especificas de cada tipo celular como son los melanosomas, granulos liticos,
compartimentos del complejo mayor de histocompatilibilidad clase Il, granulos densos
de las plaquetas, granulos de los basdfilos y granulos azuréfilos de los neutréfilos
(Figura 8)™*

Figura 8. Morfologia de las organelas relacionadas con los lisosofmagmagen de microscopia
electrénica de melanosomas del epitelio pigmentario retinal en ratén. La flecha sefiala un melanosoma
individual. n: nicleo. Escala: 1um. Imagen de microscopia electrénica de los granulos pigmentarios
visuales en una seccién longitudinal del ojoRtesophila La flecha sefiala un granulo pigmentario
individual. Escala: 1unC. Imagen de criomicroscopia electronica con oro de un granulo litico de una
célula T citotoxica doblemente marcada con LAMP1 (con pequefias particulas de oro) y con granzyme B
(con grandes particulas de oro). Escala: 100imimagen de criomicroscopia de oro de un complejo
multilamelar (tipo 6) del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il en un linfoblasto B humano.
Escala: 100 nmE. Imagen de microscopia electronioghple-mount de una plagueta en donde se
observan los granulos densos individuales. Escala: 2 pm.

Regulacion lisosomal.

La biogénesis de los lisosomas requiere un reemplazo constante de nuevas
hidrolasas y proteinas de la membrana lisosomal a través de la ruta del reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi, membrana plasmatica y endo%oResientemente
se han definido un grupo de genes especificos que reciben el nombre de coordinadores
de la expresion y regulacién del lisosoma (CLEAR), que se caracterizan por tener la
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secuencia “GTCACGTGAC™ De esta forma, el factor de transcripcion EB (TFEB)
puede entrar en el nlcleo y unirse a dichas secuencias e inducir la transcripcién de estos
genes’? Existen aproximadamente 500 genes que son diana de TFEB entre los que se
incluyen genes relacionados con la autofagia y la biogénesis lisosomal, por ello se
considera a TFEB un regulador clave en la funcién lisos6mal.

Los lisosomas se diferencian de los endosomas en el grado de acidificacion, poseen
un mayor numero de proteinas lisosomales de membrane (LAMP1l, LAMP2) y
contienen receptores de membrana manosa 6-fosfato (MBRR).mayoria de las
hidrolasas acidas lisosomales requieren una modificacion previa con residuos manosa 6-
fosfato (M6P), que le permite el reconocimiento por parte de los receptores especificos
de M6P presentes en la red de trans Golgi y en los lisosomas, lo que asegura su
transporte al sistema lisosomaAdemas, numerosas evidencias sugieren la existencia
concomitante de otros receptores alternativos como sortilin o la proteina lisosomal
integral de membrana LIMP2, que también podrian mediar el transporte de proteinas

hacia el lisosom&

Enfermedades lisosomales.

A pesar de la estrecha regulacién a la que estan sometidos los lisosomas, cualquier
perturbacion en su homeostasis debida a mutaciones genéticas da lugar a una familia de
enfermedades conocidas con el nombre de enfermedades de depdsito lisosomal (del
ingléslysosomal storage diseaseSDs)’® Existen aproximadamente 50 enfermedades
lisosomales reconocidas con una prevalencia de 1:8000 nacinfieiiinsellas, se
pueden producir tanto deficiencias en enzimas lisosomales como en proteinas no
enzimaticas, conduciendo al acimulo de sustratos macromolecdl@eando existe
un acumulo elevado de macromoléculas/monémeros en los endo/autolisosomas, se
produce una inhibicion de las enzimas catabdlicas y permeasas (aunque no exista una
deficiencia genética de las mismas) lo que resulta en la acumulacion secundaria de
sustratos?®

A nivel cardiaco se conocen la enfermedad de Fabry, la gangliosidosis, la
enfermedad de Krabbe, las mucopolisacaridosis, mucolipidosis tipo 1l y lIA y la

enfermedad de Dandq.
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Como hemos mencionado anteriormente, el material exdgeno llega a los lisosomas
a través de la ruta endocitica; sin embargo, los componentes intracelulares llegan al
lisosoma a través de la autofafflde hecho, ya en 1992 se postulé que la endocitosis
podria estar acoplada a la autofddimmbas se encargan de la nutricién celular,
convergen en el lisosoma y comparten numerosas moléculas reguladoras, sin embargo,
la interconexidn definitiva entre ambos procesos fue confirmada por la demostracién de

la fusién entre los autofagosomas y los endosomas tanto tempranos comd&ardios.

4. Sistema endolisosomal y autofagia.

A nivel celular existen dos rutas principales que se encargan de la regulacién del
catabolismo proteico en eucariotas: el sistema ubiquitina-proteasoma y el sistema
autofagia-lisosoma. El sistema ubiquitina-proteasoma sirve como principal ruta de
degradacion de proteinas de vida media corta, reguladoras o d¥fradesras que la
autofagia es responsable de la degradacién de proteinas de vida media larga,
manteniendo la homeostasis durante situaciones de estrés como la deprivacion
energéticd’ A pesar de que se han considerado rutas independientes durante mucho
tiempo, estudios recientes han postulado su interconexion ya que ambos procesos
utilizan marcadores de degradacién comunes como la ubigifitiha.

El término autofagia, que etimologicamete deriva de las palabras griegas auto- (uno
mismo) y —fagia (comer) (literalmente “comerse a si mismo”) se puede definir como un
proceso degradativo mediado por lisosomas que evolutivamente se ha conservado y que
se encarga de la regulacién de la homeostasis c&ler.esta forma, en condiciones
basales se encarga de la degradacion de proteinas de vida media larga y organelas
disfuncionales, pero en condiciones de estrés, genera sustratos energéticos (al degradar
los constituyentes celulares) y elimina las organelas dafiadas, lo que finalmente
promueve la supervivencia celufdiSin embargo, la excesiva activacién de la autofagia
puede conducir a la deplecién de moléculas y organelas esenciales, 1o que finalmente
podria dar lugar a la muerte celui&r.

En todas las células eucariotas la autofagia ocurre como un proceso constitutivo
que controla el reemplazo normal de los componentes intracelulares y el mantenimiento

de un adecuado balance energético ceftilar,incluso tiene un papel clave en el
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desarrollo de la respuesta inmune innata y adaptatizaisten tres grandes tipos de

autofagia, que se diferencian en la forma en la que los distintos materiales llegan al

lisosoma:

Autofagia mediada por chaperonas. Se produce por la translocacion directa de

proteinas citosolicas que contienen la secuencia pentapéptida KFERQ a través
de la membrana lisosomal (Figura®).

Microautofagia. La membrana lisosomal experimenta una

deformacion/reordenamiento local para capturar directamente porciones de
citoplasma con sus constituyenfésEl mecanismo molecular por el cual se
produce este proceso se desconoce, aunque se ha visto que puede estar
implicado en el reciclaje de peroxisomas en condiciones muy especificas en
hongos’ Asimismo una microautofagia “especial” dependiente de endosoma
parece tener un papel importante en la incorporacion de proteinas citosolicas
solubles al endosoma tardio (Figura™).

Macroautofagia selectiva 0 no selectiva, generalmente conocida como autofagia

(Figura 9). La autofagia no selectiva se encarga de degradar porciones de
citoplasma, mientras que, la autofagia selectiva, se encarga de degradar
organulos citoplasmaticos que contiene receptores de reconociffiidate

tipo de autofagia selectiva se puede clasificar en distintos subgrupos atendiendo
al tipo de material citosoélico que va a ser degradado: reticulo endoplasmico
(reticulofagia), peroxisomas (peroxifagia), mitocondria (mitofagia), lipidos
(lipofagia), granulos secretores (zimofagia), partes del ndcleo (nucleofagia),
patdgenos (xenofagia), ribosomas (ribofagia) y agregados de proteinas
(agrefagiay’
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Figura 9. Representacidon de los distintos tipos de autofagia. La autofagia mediada por chaperonas
requiere la accion tanto de la chaperona hsc70 (chaperona de choque térmico de 70 kDa) como del
receptor lisosomal integral de membrana LAMP2A (proteina de membrana lisosomal tffo 2A).

La autofagia comienza con la formacién del fagop(estructura con doble
membrana osmofila), que deriva de una region especifica del reticulo endoplasmico
llamada omegasontd.Aunque pueden existir otras fuentes de membranas como el
aparato de Golg’ la mitocondrid® o la membrana plasmatit®, es el reticulo
endoplasmico el que cuenta con la maquinaria necesaria para la formacion del fagoporo
(Figura 10). Una vez que se ha producido la expansién y separacién del fagoporo, este
secuestra material citoplasmatico y organelas, produciéndose la fusion de los bordes y
formando el denominado autofagosatffaPosteriormente, el autofagosoma se fusiona
con compartimentos de la ruta endocitica y con el lisosoma para dar lugar al

autofagolisosoma o autolisosoma (Figura'fh).
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Figura 10. Representacién esquematica de la relacion entre la endocitosis y la autdfabi@s

fagoporos se forman a partir del reticulo endoplasmico, y en menor medida a partir del aparato de Golgi y

de la mitocondriaX’). Los endosomas de reciclaje y los endosomas tempranos también contribuyen a la

formacion del fagoporo que da lugar al autofagosoma, que a su vez; también puede fusionarse con

compartimentos endociticoB), como el endosoma temprano, el endosoma tardio y los lisosomas para
dar lugar al autolisosorm&:

4.1. Mecanismo de autofagia.

El mecanismo de autofagia involucra la accién coordinada de al menos 18 genes

relacionados con la autofagia o también denominados Atgs, agrupados con sus

respectivos complejos:

1.
2.
3.

El complejo Atg/ULK (del inglés Unc-51-like kingse
Beclin 1/clase Il de fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K).
Dos proteinas transmembrana: Atg9 y la proteina de membrana vacuolar 1
(VMPL).

Dos sistemas de conjugacion de proteinas (Atgl2 y Atg8/LC3).

Proteinas que median la fusion entre los autofagosomas y los lisosomas.

4.1.1. El complejo Atg/ULK.

El complejo 1 de mTOR (mTORC1) (formado por mTOR (diana de rapamicina en

células de mamifero, del inglésammalian target of rapamycin), Raptoedulatory-

associated protein of mMTQRmMLST8/@BL (target of rapamycin complex subunit
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LST8), Deptor@EP domain-containing mTOR-interacting protein) y PRAS4®I{ne

rich Akt substrate 40)) juega un papel clave en la autofagia, al actuar sobre el complejo
inductor ULK1/21°? De esta forma, en condiciones nutricionales adecuadas, mTORC1
tiene actividad kinasa e interactia con un complejo formado por ULK1/2, Atgl3,
FIP200 EAK-family interacting protein of 200 kDa) y Atgl0l (Figura 11A), sin
embargo, cuando existe deprivacion energética, mMTORCL1 se inhibe y se disocia del
complejo ULK1/2, lo que conduce a la defosforilacion de sitios especificos de ULK1/2
y a su activacion. Esta activacion catalitica de ULK1/2 media la fosforilacion de otros
residuos de Atgl3 y FIP200 (Figura 11'&3.Una posibilidad, es que el complejo
ULK1/2 también pueda ser directamente regulado por la proteina quinasa activada por
AMP (AMPK).'®* Aunque todavia no se conocen con exactitud los procesos mediante
los cuales ULK1/2 activa a otros efectores, lo que si se sabe es que fosforila a Ambral
(autophagy/beclin-1 regulator 1), que forma parte del complejo Beclinl/Clase Il PI3K
(Figura 11A)H°

4.1.2. Beclinl/Clase Il PI3K.

El “corazén” del complejo de Beclinl/clase Il PI3K contiene a Beclinl, Vps15
(serine/threonine-protein kinase VPS15), Vps34 (fosfatidilinositol 3-kinasa VPS34) y
probablemente a Ambra®> Este complejo se forma por la activacién alostérica de la
clase Ill de PI3K, Vps34 (que genera PI3P), que a su vez recluta como efectores a la
proteina 1 con doble dominio FYVE (DFCP1) y a la proteina 1 con dominio WD
(WIPI) que interacciona con los fosfoinositoles para ayudar a la formacién incipiente
del autofagosoma (Figura 11851%"

Simultdneamente, existen numerosas proteinas que interaccionan con Beclinl y
que, por lo tanto, actian activando o inhibiendo la autofagia. Como activadores esta
Atgl4 que es esencial para el funcionamiento de PI3K, y por lo tanto, para la induccién
de la autofagida®® el gen asociado a la resistencia a la irradiacién por ultravioletas
(UVRAG)'®Yy el factor 1 de interaccién con BAX (Bif-1) que actiian como reguladores
positivos del complejo PI3K° Como reguladores negativos estan la proteina con un
dominio RUN (Rubicor)! y diversos mienbros de la familia antiapoptética (Figura
11B)1?
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4.1.3. Atg9 y VMP1.

Atg9 es capaz de proveer de lipidos procedentes de distintos compartimentos
subcelulares a la membrana del fagogdt&l mecanismo exacto por el que realiza su
funcién no se conoce con exactitud pero se postula que puede necesitar al complejo
Atg/ULK1 y la actividad kinasa de Vps34 o al complejo Becfiti1.

Por otro lado, VMP1 puede funcionar como una proteina transmembrana

reclutando a Beclinl y otros componentes de su complejo hacia el fag8poro.

4.1.4. Conjugacion de proteinas.

La conjugacion de proteinas forma parte del proceso de elongaciéon de la vesicula,
para el cual se necesitan dos vias de conjugacién. La primera via consiste en la
conjugacion covalente de Atgl2 y Atg5, mediante la accién de Atg7 y Atgl0, las cuales
actan como enzimas activadoras y conjugadoras, respectivamente (Figurg Wha).
vez conjugadas reclutan a Atgl6é de foma no covalente, para dar lugar al complejo
Atg12-Atg5-Atg16, que funciona como la ligasa de LC3 (Figura 11%simismo, la
cisteina proteasa (calpaina) cuyos niveles son calcio dependientes, es la encargada de
inactivar a Atg5-"’

La segunda via conlleva la conjugacion de fosfatidiletanolamina (PE) a un residuo
glicina de LC3 mediante una accion secuencial de Atg4, Atg7 y Atg3, lo que conduce a
la conversiéon de la foma soluble de LC3 (llamada LC3l) en la forma asociada a las
vesiculas autofagicas LC3Il (Figura 11®).Esta forma lipidada de LC3 es estable
cuando esta asociada con el autofagosoma, de ahi que su deteccion bioquimica y
microscépica sea ampliamente usada para medir autofagia ¢8lular.

Las particulas u organulos que van a ser degradados via autofagia selectiva
necesitan estar correctamente colocados en la superficie interior del fagoporo en
crecimiento, para lo cual necesitan a la proteina adaptadora f@2juestosome-1
(p62/SQTSM-1, en adelante p62) que es capaz de interaccionar tanto con LC3Il como
con las proteinas poliubiquitiniladas destinadas a ser degradadas mediante dtiofagia;
lo que conduce al secuestro de los agregados proteicos dentro de las vesiculas

autofagicas y posteriormente se degrada via lisosomal (Figura21Tymo p62 es
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eliminado del citoplasma principalmente via autofagia, se considera que correlaciona
negativamente con los niveles de autofaffiaPor lo tanto, la acumulacién de

inclusiones de p62 por inmunocitoquimica o niveles elevados de p62 detectados por
western blot se usan generalmente como marcadores de una deficiencia en la

autofagia-??

4.1.5. Proteinas que median la fusion entre los autofagosomas y los lisosomas.

La sintaxina 17 es un tipo de proteina SNARE (factores de anclaje) necesaria para
la maduracion de los autofagosomas mediante su interaccién con el complejo HOPS
(homotypic fusion and protein sorting) encargado de la fusiéon de membranke
vez que los autofagosomas estan maduros, LAMP2 y la GTPasa Rab7 inducen la fusion
del autofagosoma con el lisosoma, el cual aporta las hidrolasas necesarias para realizar
el proceso de degradacién de los componenetes contenidos en el autofdgbsoma.
Finalmente, los productos de la degradacion salen al citosol a través de las permeasas

para ser reutilizados por la céldfa.
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Figura 11. Componentes de la autofagia en mamiferos. La induccién de la autofagia producida por la
deprivacion energética, modula la interaccion inhibitoria de TORC1 con el complejo ULK1/2. A través
de la fosforilacion de Ambral y posiblemente a través de otras interacciones con el complejo B)LK1/2 (

se regula la actividad de Beclin1/PI3K claseBllBeclinl interacciona con distintos factores activadores
(rosa) o represores (gris) que modulan su unién a Vps34 (la unidad catalitica de PI3K). Ademas de estos
complejos, la formacion del autofagosoma requiere de dos sistemas de conjugacion (Atgl2 y Atg8/LC3)
y dos proteinas transmembrana (Atg9 y VMRL)Mientras que el papel de Atg9 y VMP1 no se conoce

con exactitud, los dos sitemas de conjugacién son imprescindibles para la biogénesis del fagoporo.
Ademas el sistema Atg8/LC3 es necesario para el transporte y maduracion del autofagosoma, asi como
para la seleccién del material autofagid. Los autofagosomas maduros pueden fusionarse con
endosomas tardios (para dar lugar a anfisomas) y/o con los lisosomas que son los que tienen actividad
hidrolitica lo que les permite degradar los distintos materigles.

4.2. Marcadores de autofagia.
Papel de LC3 en la autofagia eucariota.

La microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) se sintetiza en un primer
momento como forma no procesada proLC3, posteriormente se modifica
proteoliticamente mediante la eliminacion de aminoacidos del extremo C-terminal
dando lugar a LC3I, que durante la induccion de la autofagia sufre un proceso de
lipidacion covalente mediado por Atg7, por el cual se le afiade un resto
fosfatidiletanolamina (PE), dando lugar a la forma conjugada LC3Il que se asocia con el
autofagosoma (y con el fagoporfd). Este proceso de lipidaciéon puede detectarse
mediante western bloya que la forma lipidada migra mas rapidamente y por lo tanto
puede observarse a un peso molecular inferior, lo que permite determinar tanto la forma
libre como la lipidada de LC3! La asociacién de LC3Il con los autofagosomas
también puede determinarse cuantificando el incremento enpu@&a usando
anticuerpos especificos o midiendo la fluorescencia en células transfectadas con GFP-
LC3.2! Los principales trabajos que determinan autofagia en tejidos utilizan ratones
transgénicos que expresanreborter GFP-LC3 a través de un promotor constitutivo,
de esta forma Mizushima y cbf demostraron la presencia de autofagiaivo y
demostraron que la deprivacion de nutrientes en estos animales inducia autofagia en
tejidos como el higado, corazén, pancreas, musculo y rifiones.

La limitacion de LC3Il como marcador reside en que, a pesar de que proporciona
una lectura aproximada del niumero de autofagosomas, no proporciona informacion

sobre el flujo autofagic?’ El flujo autofagico es el proceso dindmico de sintesis de
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autofagosomas, de llegada de sustratos autofagicos al lisosoma y la posterior
degradacion de los mismos dentro del lisosoma, y su medida constituye un marcador
mas fiable de la actividad autofagica que simplemente constatar el namero de
autofagosoma¥?® El flujo autofagico puede determinarse midiendo mediante western

blot los niveles de LC3Il en presencia y ausencia de inhibidores de la actividad
|J,'29

lisosomal,”” que pueden clasificarse en: inhibidores de proteasas (pepstatin A y E-

64d*), compuestos como la bafilomicina Al, la cloroglitha el NH,CI*?

que
neutralizan el pH lisosomal y/o agentes que bloquean la fusion del lisosoma con el
autofagosoma (la bafilomicina Al en ultima instancia también causa un bloqueo en la
autofagia al neutralizar el pH lisosofd. De esta forma, se dice que existe flujo
autofagico cuando existe un incremento en los niveles de LC3Il con un tratamiento en
particular en presencia de un inhibidor, respecto al tratamiento solo. Por el contrario,
cuando no se produce este incremento en presencia de un inhibidor se dice que hay un
bloqueo autofagict?

Otra medida, pero en este caso indirecta, del flujo autofagico consiste en la

cuantificacion de p62.
Papel de p62 en la autofagia eucariota.

p62 es una proteina adaptadora que funciona modulando la actividad de diversas
enzimas gracias a la diferente actividad de sus dominios: un dominio C-terminal de
unién a ubiquitind® un dominio de interaccién con LG%,y un dominio PB1 que
promueve su autoagregacion y la asociacién con otros adaptadSeefa propuesto
que la interaccion de su dominio PB1 con la proteina kinasa C podria mediar la
sefalizacion via NkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells y actuar en la reorganizacién del citoesquef@@demas, se ha visto que los
ratones knockout (KO) para p62 desarrollan obesidad e intolerancia a la glucosa, efecto
mediado por el blogueo de la sefializaciéon via ERK1 (kinasa regulada por sefiales
extracelulares 13°® También se ha visto su implicacién en el metabolismo 6seo, la
formacién de cuerpos de inclusion y la tumorigéné&ig3>137.138

Por otro lado, tanto el dominio C-terminal como el dominio de interaccién con

LC3, permite que p62 actie como adaptador incorporando sustratos ubiquitinizados al
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proceso autofagico, por lo que, p62 seria capaz de trasladar los distintos sustratos hacia
el fagoporo y por lo tanto, hacia el sitio de formacién del autofagoS8rie esta

forma, p62 se incorpora selectivamente al autofagosoma y posteriormente se degrada
via autofagid!*4°

Los niveles de expresion de p62 estan estrictamente regulados mediante su
degradacion a través de la autofagia basal, sin embargo, un deterioro en la misma
conduce a la acumulacién masiva de p62, y posteriormente a la formacion de agregados
que contienen tanto p62 como ubiquitfiaEsta acumulacién es citotéxica y puede
causar muerte celular, neurodegeneracion, inflamacion y estrés oxtdatiiaror el
contrario, cuando la autofagia esta activada ante situaciones como la deprivacion
energética, p62 se degrada rapidamente y su nivel se reduce drasticEm&rer
ello, se ha postulado que los niveles citoplasmaticos de p62 podrian ser indicadores de
autofagia, correlacionandose negativamente con&db® esta forma, la acumulacion
de inclusiones de p62 mediante inmunocitoquimica o los niveles elevados de p62
mediante western blot se corresponden con un flujo autofagico defi¢iente.

Se ha visto que p62 también podria regular la formacion del autofagosoma, de esta
forma, los agregados formados por p62 y las proteinas ubiquitinizadas podrian formar
una especie de "nucleo” capaz de unir distintos gene$*A8y papel a otros niveles
del proceso autofagico es controvertido: por un lado, se ha visto que p62 promueve la
activacion de mTORC1 a través de su translocacion al lisosoma y consiguiente
inhibicién de la autofagi&’® pero por otro, se ha sugerido que en células HEK293 y

Hela p62 libera a Beclinl de su asociacion con Bcl2 induciendo la autbfagia.
4.3. Autofagia en el corazon.
Autofagia basal en el corazon.

La autofagia basal constituye un proceso clave en la funcién cardiomiocitaria, ya
que la renovacion/reciclaje de materiales citoplasmaticos, organelas y agregados
proteicos, cuyo acumulo puede ser téxico para las células, es de particular importancia
en las células quiescentes y diferenciadas como son los cardiomiocitos, en los cuales los

componentes daflados no se diluyen gracias a la replicacion celular, sino que se
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acumulan afectando a la funcién celular y disminuyendo su adaptabffidads
productos de degradacion derivados de la autofagia tienen una doble funcién: proveer
de sustratos para la biosintesis de nuevas moléculas/organelas y generar energia, siendo
un proceso de vital importancia para asegurar el abastecimiento energético en
situaciones de estré®.De hecho, en un modelo de deficiencia de Atg5 que conduce a

un déficit en la autofagia basal, se produce una disminucién abrupta en la funcién
cardiaca y una desorganizacion estructural de las fibras cardiacas lo que conduce a
hipertrofia, dilatacién del ventriculo izquierdo y una disminucion del gasto cardfaco,

por lo tanto, la autofagia basal controla el tamafio y la funcién cardiomiocitaria y
constituye un mecanismo protectivo durante el estrés hemodin&h&m ha visto que

un déficit de Atg5 sostenido a lo largo del tiempo produce una cardiomiopatia
hipertréfica que se caracteriza por el acimulo de proteinas y organelas dafiadas;
ademds, se ha demostrado que una mutacion en la proteina LAMP2 (presente en la
membrana de los lisosomas) conduce a una cardiomiopatia severa y progresiva debida a
un fallo en la fusién del lisosoma con el autofagosbthdodos estos resultados
demuestran que el flujo autofagico basal es fundamental para el mantenimiento de la

homeostasis y el funcionamiento adecuado de los cardiomiocitos.

Induccidén de la autofagia cardiaca mediante deprivacian

La deprivacion de nutrientes constituye el estimulo fisiolégico mas importante de
induccién de autofagia, que va a dar lugar asi a la generacion de ATP y va a promover
la supervivencia celuldr® El corazén consume de forma continuada grandes cantidades
de energia, necesaria para la actividad de bombeo permanente, o que provoca que la
deprivacién energética induzca un rapido incremento en los niveles autofdyieosa
etapa perinatal se detiene el aporte de nutrientes a través de la circulacion materno-fetal
y el feto sufre una activacion dramatica de la autofagia; de manera que se ha visto que el
bloqueo de esta en ratones KO para Atg5 produce agotamiento de sustratos respiratorios
y las anormalidades cardiacas son evidentes poco después dél‘famtel corazén
adulto, la autofagia también constituye un proceso importante para el mantenimiento de
la funcion cardiaca tras la deprivacién energética, de hecho el bloqueo autofagico

durante la deprivacion energética mediante bafilomicina A1 (un inhibidor de la bomba
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ATPasa lisosomal que inhibe la fusién del lisosoma con el autofagosoma) causa
disfuncién cardiaca en raton8s.Asimismo, la deprivacién de aminoacidos, suero y
glucosa en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata también induce
autofagia, generando aminoacidos y acidos grasos imprescindibles para mantener la

funcién cardiaca y/o eliminando organelas dafiafas®

Rutas implicadas en la autofagia cardiomiocitaria.

- mTOR. El complejo mTORCL1 se encarga, entre otras funciones, de mantener
una autofagia basal controlada al unirse y fosforilar al complejo ULK1/2; sin
embargo, cuando mMTORCL1 es inactivado, se disocia del complejo ULK1/2 e
induce la autofagi&® De esta forma, la delecién de mTORC1 conduce al
desarrollo de una cardiomiopatia dilatada [Efal.

- AMPK. Por un lado, AMPK es capaz de regular a mTORC1 a través de RHEB
(homélogo de Ras enriquecido en el ceréBita) a través de Raptsfy, por
otro, podria fosforilar directamente a ULK1/2, lo que permitiria su disociacion
de mTORC* AMPK constituye un regulador esencial de la deprivacién de
glucosa en cardiomiocitos neonatales al inducir una autofagia protéttiva.

- Inositol 1,4,5-trifosfato (1g) y su receptor. En cardiomiocitos, la deplecion de

IP; (mediante la sobreexpresion de una fosfatasa selectiva) o el tratamiento con
un antagonista de su receptor promueve la autof3gia.

- Factor de transcripcion TP53. TP53 controla la autofagia a través de la

inhibicibn de AMPK vy la activacion de mTOR, de esta forma, recientes
evidencias indican que TP53 atenlda la mitofagia (autofagia selectiva de
mitocondrias) e incrementa el dafio cardiaco después de la isdfemia.

- Oftros reguladores son por ejemplo, las histonas acetiltransferasas e histonas

deacetilasas, el dinucleétido de nicotinamida y adenina, la glicégeno sintasa

quinasa 3 y determinados microRNAE1%°
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4.4. Enfermedades cardiovasculares y autofagia.

La autofagia fisiologica o basal es un mecanism@rdéeccion para mantener la
funcién cardiovascular normal, y un dafio en los mecanismos de autofagia contribuye al

desarrollo de distintas enfermedades cardiovascuidres.

Autofagia y aterosclerosis.

Factores como la inflamacion, la hipoxia, la oxidacion de lipoproteinas, el estrés del
reticulo endoplasmico y las especies reactivas de oxigeno (ROS) presentes en las placas
ateroscleréticas pueden inducir autofdyfeEsta autofagia promueve la supervivencia
celular al degradar los componentes intracelulares dafiados y, por lo tanto, protegiendo
contra el estrés oxidativid® ademas, la induccién de la mitofagia (autofagia selectiva
de mitocondrias) limita la liberacion del citocromo C al citosol y consecuentemente
protege frente a la apopto$is.

Razani y cdl’® observaron que, a pesar de que la mayoria de las células presentes
en la placa aterosclerotica tenian marcadores de autofagia, los macrofagos eran los mas
activos en este proceso, pero su capacidad autofagica se veia disminuida durante la
progresion de la placa, lo que conducia a la hiperreactivacion del inflamasoma y un
incremento en la produccidon de interleucinadife finalmente podria conducir a la
formacion de cristales de colesterol. Estos datos fueron confirmados por un estudio
posteriort” lo que sugiere que la autofagia podria ejercer un papel protectivo en este
tipo celular al actuar degradando la propia placa aterosclerotica.

Autofagia en isquemia/reperfusion.

Durante la isquemia, la llegada tanto de nutrientes como de oxigeno al corazén es
limitada, lo que desencadena un incremento en la formacién de autofagosomas
concomitantemente a la fragmentacion de la mitocondria, sugiriendo una interaccién
entre la autofagia y la mitocondria durante la isquemia cartffa&e cree que esta

induccion de la autofagia ocurre via AMPK y es protectiva, ya que induce la
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eliminacién de organelas disfuncionales, evitando de esta forma la liberacion de
mediadores proapoptéticos y de RES.

Ma y col!’® describieron que en el proceso de isquemia/reperfusiéon existe un
incremento en el niamero de los autofagosomas provocado por un aumento de la
formacion de los mismos y una disminucion de la degradacién via lisosomal, asi se
produce una disminucién de LAMP2 (que actla en la fusion del autofagosoma vy el
lisosoma) y un aumento de Beclinl, lo que induce un dafio en el procesado de los
autofagosomas y consiguientemente un incremento de la generaciéon de ROS y de la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial, dando lugar a la muerte de los
cardiomiocitos.’® Por el contrario, otros estudios sugieren que este aumento de Beclini,
a pesar de aumentar el flujo de autofagia, protege a los cardiomiocitos frente a la
apoptosis inducida por el dafio de isquemia/reperfuéidastos datos sugieren que la
autofagia puede tener un papel distinto en la isquemia y en la isquemia/reperfusion,
pudiendo ser protector durante la isquemia Yy maladaptativo durante la

isquemia/reperfusioit®

Autofagia en cardiomiopatias.

La mutacion en el gen de la laminina A/C (que forma a las lamininas que funcionan
como componentes estructurales de la lamina nuclear) da lugar a cardiomiopatia
dilatada caracterizada por un aumento del ventriculo izquierdo y una disminucion de la
funcion sistolica que se acompafia con arritmias y otras enfermedades sist€micas.

Una de las caracteristicas principales de esta cardiomiopatia es el dafio en la
autofagia causado por el incremento de la ruta AKT-mTOR en el cordzon.
Paralelamente se ha visto que se produce un dafio en la fosforilacién de Beclinl en los
estados finales de la cardiomiopatia dilatada de otros origenes, lo que da lugar a una
disminucién de la autofagia y a una acumulacién de agregados proticos.

Asimismo, la acumulacion de proteinas mal plegadas debido a una mutacién con
cambio de sentido erroneo en el gen que codifica la cadena B de alfa-cristalina (CryAB)
puede dar lugar también a cardiomiopatfa&n este caso se produce un incremento de
la autofagia como mecanismo adaptativo a la acumulacién de proteinas mal plegadas,

sin embargo, deficiencias en la misma (como la que ocurre en ratones deficientes en
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Beclinl) dan lugar a un aceleramiento de la insuficiencia cardiaca y a una mortalidad
temprana, sugiriendo que el correcto funcionamiento de la autofagia es muy importante
para prevenir la progresion de esta patoldie hecho, la sobreexpresién de Atg7
disminuye la hipertrofia y prolonga la supervivencia en los corazones con mutaciones
en CryAB, sugiriendo una posible diana terapéutica vidble.

Las histonas deacetilasas regulan la plasticidad cardiaca, y su actividad esta
relacionada con otra cardiomiopatia: la hipertrofia cardfic8us inhibidores se
caracterizan por sus efectos antihipertréficos al disminuir los flujos autofagicos
incrementados caracteristicos de la hipertrifia.

La cardiomiopatia diabética, por su parte, se define como una disfuncion
ventricular que ocurre independientemente de las enfermedades en las arterias
coronarias y la hipertensidff: La diabetes induce la apoptosis y suprime la autofagia
en cardiomiocitos, indicando que la relacion entre ambos procesos es importante en la
patogénesis de la cardiomiopatia diabétiéain embargo, la activacién de AMPK a
través del antidiabético metformina restaura la autofagia cardiaca posiblemente a través
de la alteracion del complejo Beclinl-Bcl2, lo que protegeria frente a la apoptosis
cardiacd® Por oro lado, el estudio de Russo y €lmuestra que la hipertrofia
cardiaca y la disfuncion en la diabetes tipo 2 depende de la sintesis de acidos grasos
saturados y esfingolipidos, en particular de la ceramida sintasa 5, que esta involucrada

en la induccién de la autofagia y la cardiomiopatia lipotoxica.

Autofagia en insuficiencia cardiaca.

La insuficiencia cardiaca constituye una de las principales causas de muerte en los
Estados Unidos, en donde se estima que 5 millones de americanos tienen esta
enfermedad con una mortalidad del 50% a 5 &Hdsa insuficiencia cardiaca es una
enfermedad progresiva que se caracteriza por un remodelado ventricular que da lugar a
cambios en el balance entre la sintesis y degradacién de las prijteitigsapel que
puede jugar la autofagia en el desarrollo de esta enfermedad es controvertido, ya que, a
pesar de que puede antagonizar los procesos hipertréficos al incrementar la degradacion
de proteinas, también puede constituir una respuesta maladaptativa, pues un exceso de

autofagia conduce a la muerte celular, lo que conllevaria un empeoramiento de la
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insuficiencia cardiac®’ De hecho, en un modelo de sobrecarga cardiaca, la actividad
autofagica se correlaciona con la magnitud del crecimiento hipertréfico y con la tasa de
transicion a insuficiencia cardiat8. De acuerdo con esto, los ratones con
sobreexpresion de Beclinl tendrian una mayor respuesta al remodelado patolégico, por
el contrario, la haploinsuficiencia de Beclinl reduciria a la mitad la respuesta autofagica
inducida por estrés, y rescataria parcialmente el fenotipo de insuficiencia cardiaca,
sugiriendo que la autofagia podria ser maladaptativa bajo condiciones de sobrecarga
cardiacd®

El andlisis de biopsias de ventriculo izquierdo de 9 pacientes con cardiomiopatia
dilatada idiopatica realizado en el momento de la implantacion de un dispositivo de
asistencia ventricular, mostré0 que la sobrecarga mecanica durante la insuficiencia
cardiaca estaba asociada con una disminucién de los marcadores de dfitofagia,
poniendo de manifiesto otra vez la relevancia de la autofagia en la fisiopatologia de la

insuficiencia cardiaca.

5. Activacion de los TPCs.

Los distintos analisis electrofisiolégicos han descrito a los TPCs como canales de
calcio activados por NAADP; bien mediante la técnicgpdieh clamp en lisosomas
aislado$’ y en membranas lipidicas artificiales (a las que se les incorpor6 TPCs
inmunopurificado8* o vesiculas de células que sobreexpresan estos ¢&ades
células HEK293 o bien mediante el redireccionamiento los TPCs a la membrana
plasmatica en células HEK293 y SKBR3aralelamente, se ha puesto de manifiesto
gue mutaciones en regiones aminoacidicas del poro de los TPCs disminuyen la
selectividad al calcid y eliminan las corrientes dependientes de NAADF:**?De
esta forma, se ha propuesto que el NAADP podria activar a los TPCs dando lugar a la
liberacion de calcio de las organelas acidicas, lo que a su vez activaria la liberacion de
calcio del reticulo endoplasmico a través de los grandes movilizadores de calcio a nivel
intracelular, como son los receptores de inositol 3 fosfato sR)si de rianodina
(RyR), mediante un ciclo conocido con el nombre de CICR: “el calcio induce la

liberacién de més calcio” (Figura 12).
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Figura 12. Papel de los TPCs en la liberacion de calcio mediada por NAADP. El reticulo endoplasmico
(izquierda) y las organelas acidicas (endosomas y lisosomas, derecha) son reservorios de calcio a nivel
intracelular. InsgR y RyR median la liberacion de calcio a través del reticulo endoplasmico en respuesta
a inositol 3 fosfato (Insff y ADP-ribosa ciclico (cCADPR), respectivamente. Ademas, estos receptores
también pueden ser activados por calcio a través del ciclo conocido con el nombre de CICR “el calcio
induce la liberacion de mas calcio” (lineas rojas). El almacen de calcio del reticulo endoplasmico es
mantenido por las GaATPasas (sensibles a la tapsigargina). El NAADP induce la liberacion’ddeCa

las organelas acidicas a través de los TPCs. La bomba de protones sensible a la bafilomitina (V-H
ATPasa) es la encargada de acidificar el lumen de los endo-lisosomas y la liberacionedestbs
compartimentos se produce a través del intercambiad®HCaEl NAADP puede inducir la liberacion

de calcio de los lisosomas a través de los TPCs, lo que podria desencadenar una liberaGicetie Ca
reticulo endoplasmico via Ing® y RyR (lineas rojas). InsR, receptor de inositol 3 fosfato; RyR,
receptor de rianodira.

Sin embargo, Wang y cdi.en el afio 2012 y Cang y ¢df en el afio 2013
revolucionaron la concepcion que habia hasta la fecha sobre el posible papel de los
TPCs como receptores de calcio activados por NAADP, al demostrar que los TPCs eran
canales de sodio activados por fosfoinositol 3,5 difosfato (PI@3,5)P

A pesar de estas discrepancias, se ha postulado que ambas hipotesis pueden ser
compatibles® por ejemplo, se sabe que los canales de calcio por excelencia e&mo IP
y RyR también son permeables a otros cationes como el ptfaStmientras que los
receptores de glutamato NMDA (N-metil-D-aspartato) conducen calcio y S8dio.
Asimismo, se ha sugerido que los TPCs podrian funcionar de manera analoga, dando
lugar a una corrriente mayor (via sodio) y una menor (via calcio) de despolariZacion.
Refuerza esta hipétesis la demostracion de que los equivalentes a los TPCs en plantas,
que fueron los primeros en ser caracterizados electrofisiolégicamente, se comportan
como canales de sodio o calcio en funcidn del sustrato energético que la planta

recibel®’
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Ademas también se ha sugerido que la activaciéon de los TPCs es a través de
PI(3,5)R y no por NAADP>®*'%* Sin embargo, una posible explicacion a estas
discrepancias sugeridas por Wang y col. (2tf12)Cang y col. (20135 es que la
activacion de los TPCs mediada por NAADP no sea directa, sino que existan proteinas
auxiliares que medien dicha unitf.Otros autores postulan que esta activacién por
NAADP es a su vez regulada por magnesio, PI(3)&s kinasas p38/INK?

Estas incertidumbres surgen tanto de trabajar con organelas muy pequefias (0.5-2.0
nm de didmetro) como de la complejidad y plasticidad del sistema endolisdSaosl.
canales endolisosomales estdn en un ambiente electroguimicamente complejo
interaccionando funcional y/o fisicamente unos con otros, con lo que el cambio de

expresion de una proteina puede cambiar la respuesta de otros eléfhentos.

6. Funciones biologicas de los TPCs.

6.1. Funciones biolégicas de los TPCs NAADP dependientes.

Los nicotinamida adenina dinucleétidos (NAD) se caracterizan porque, ademas de
participar como cofactores de las oxidoreductasas, también pueden actuar como
precursores de moléculas sefalizadoras, sustratos de  modificaciones
postranscripcionales de proteinas y como aceptores de grupos acilos durante las
reacciones de de-acetilacitll. Los derivados de NAD son el NAADP, el ADP
(adenosin difosfato) ribosa ciclica (CADPR) y el adenosin difosforibosa (AtYPR).
NAADP puede formarse por la accion de CD38 (que es una ADP ribosil ciclasa) o

mediante otros procesos de éxido-reducéfdn.
Diferenciacion.

Se ha visto que los TPCs tienen un papel importante durante la diferenciacion
neuronal, de hecho, la entrada de NAADP a través de liposomas en células PC12 (un
modelo de diferenciacion neuronal) da lugar a una liberacion de calcio y
consecuentemente a la diferenciacién neurdAademas zhang y col. (20£%) han

observado que la expresion de TPC2 estd disminuida durante la diferenciacion de
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células embrionarias de ratbn ES en progenitores neuronales, incrementandose
gradualmente durante la misma, y qué&reickdown de TPC2 acelera la diferenciaciéon

a progenitores neuronales pero inhibe la formacion de neuronas, mientras que la
sobreexpresion de TPC2 inhibe la entrada de las células ES en el estadio temprano de la
diferenciaciort”®

Ademas, el NAADP-acetoximetil ester (NAADP-AM, anélogo al NAADP pero con
capacidad de atravesar la membrana plasmatica) promueve la diferenciacion miogénica
en las células precursoras primarias del musculo esquelético y en la linea celular C2C12
(modelo de miogénesis), mientras que la inhibicion del NAADP mediante su
antagonista Ned-19, la bafilomicina o concentraciones desensibilizadoras de NAADP,
inhiben la diferenciaciéf’* Durante la miogénesis los niveles de ARNm de TPC1 se
mantuvieron constantes pero los niveles de ARNm de TPC2 fueron mayores durante los
primeros dias para ir descendiendo posteriormente, por lo que el silenciamiento de
TPC1 apenas modifico el proceso de diferenciacién, mientras que el silenciamiento de
TPC2 dio lugar a una inhibicién de la miogénéSis.

También se ha observado la implicacion de TPC2 en la diferenciacion de los
osteoclastod” Se ha visto que tras inducir la osteoclastogénesis los niveles de ARNm
de TPC2 estaban incrementados en cultivos primarios de células de estroma de médula
Osea (tras 5 dias de diferenciacién) y en la linea celular de precursores de osteoclastos
(tras 3 dias de diferenciacion), mientras que el silenciamiento de TPC2 afectaba a la
sefializacién via calcio e inhibia la diferenciaci®nSe ha sugerido que estos efectos
podrian estar mediados por el factor nuclear de células T activadas (NFAT), ya que el
silenciamiento de TPC2 inhibia la translocacién de este factor de transcfiBcion.

Angiogeénesis.

Se ha demostrado que en el endotelio existen receptores de calcio activados por
NAADP y que este NAADP es capaz de regular la contractibilidad del musculo
vascular liso y la presién sanguiféa.Ademas, la estimulacién de las células
endoteliales con un agonista del receptor de histamina H1 conduce a un incremento en
los niveles intracelulares de NAADP, que a su vez induce la liberacién de calcio y la
secrecion del factor de Von Willebrand, sin embargo, el silenciamiento de TPC1 y
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TPC2 en estas células bloquea esta secrecion, lo que sugiere la participacién de los
TPCs en esta sefializaciti.

Los factores de crecimiento vasculares del endotelio (VEGF), y en particular el
miembro VEGF-A, son los mayores reguladores de la angiogénesis al estimular la
activacion del receptor 2 de VEGF (VEGFR2), que es un receptor tirosina kinasa que
induce la proliferacion y migracién celular, y participa en los procesos iniciales de la
angiogénesié”® Un estudio reciente en células en cultivo HUVEC y en ratones KO para
TPC1 y TPC2 ha demostrado que la activacion de VEGFR2 conduce a la liberacion de
calcio dependiente de NAADP y TPC2; de hecho, tanto el uso de Ned-19 como el
silenciamiento de TPCHh vitro, asi como los estudida vivo en ratones KO para
TPC2, mostraron una inhibicion de la angiogénesis inducida por la activacion de
VEGFR27%

Contraccion del musculo liso.

En el masculo detrusor, la activacion de los receptores muscarinicos (el principal
mecanismo fisioldgico para el vaciado de la vejiga urinaria) mediante carbacol da lugar
a una respuesta contractil a través de la liberacion de calcio dependiente de las
organelas acidic#$’ Se ha visto que esta respuesta esta mediada por el NAADP ya que
desaparece en preparaciones de musculo estrusor en ratones KO pard® TPC2.
Paralelamente, en preparaciones de musculo liso de fundus gastrico de rata, se ha
demostrado que el carbacol también induce la liberacién de calcio dependiente de
NAADP y de TPCSH

Metabolismo.

Las organelas endolisosomales juegan un papel clave en el trafico y reciclaje de
diferentes macromoléculas como las lipoproteinas de baja densidad (LDL)-colesterol, el
factor de crecimiento epitelial (EGF) o la transferfitf€™® De hecho, un estudio
reciente realizado en cultivos primarios de fibroblastos y hepatocitos procedentes de
ratones KO para TPC2 mostr6 que en ausencia de este canal existe un dafio en el tréfico

de colesterol y el receptor EGF.Este defecto fue atribuido a una disfuncién en la
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degradacién endolisosomal por la ausencia de fusién entre el lisosoma y el erfddsoma.
Paralelamente también se observé que los ratones deficientes en TPC2 presentan un
dafio hepético, compatible con una esteohepatitis no alcofi§lica.

Recientemente se ha visto que los ratones TPC1/2 KO tienen un cociente
respiratorio superior a los wt y desarrollan obesidad entre los 6 y 9 meses &€ edad.
Los niveles de expresion de la hormona lipasa sensible, la densidad lipidica y la
expresion de los receptorpsadrenérgicos son inferiores en el tejido adiposd@an
los ratones TPC1/2 KO, sugiriendo que el desarrollo de obesidad en estos ratones se
debe a una reduccion de la disponibilidad y utilizacién de los lipidos, asi como a un
defecto en la sefalizacion del receieadrenérgico, dando lugar a alteraciones de la

actividad termogénica en el tejido adiposo p&tdo.

Autofagia.

El hecho de que la autofagia conduzca a la fusién entre el autofagosoma y el
lisosoma eleva la posiblilidad de que la sefalizacion por NAADP y los TPCs estén
involucrados en este proceso. El primer estudio que relaciond la autofagia con la
sefializacion via TPCs fue el de Pereira yYtoén el afio 2011, cuando demostraron en
cultivo de astrocitos de rata que el NAADP inducia una liberacion de calcio de las
organelas acidicas incrementando los marcadores de autofagia LC3Il y Beclinl; sin
embargo, al introducir un dominante negativo para TPC2, estos marcadores autofagicos
se veian reducidos, sugiriendo un potencial papel de TPC2 en la regulaci6on de la
autofagia en astrocitos. Un afio mas tarde, Kayala y col. @0&8pciaron la ausencia
de presinilinas (que son importantes para la adecuada protedlisis durante la autofagia)
con anomalias en el calcio lisosomal y con cambios en los niveles de expresion y
dimerizacion de los TPCs, lo que hipotetizaron que podria llevar a la perturbacién de la
autofagia en estas células.

En 2013 Lu y cof'® demostraron que la sobreexpresién de TPC2 (mediante un
lentivirus) en células HelLa para hacerlas competentes al NAADP, conducia a un
incremento de LC3Il, p62 y autofagosomas, lo que sugeria una inhibicion de la fusién
entre el autofagosoma y el lisosoma. De hecho, este grupo ha postulado que esta

sobreexpresion de TPC2, a través de la via NAADP y calcio, alcaliniza el pH lisosomal,
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evita el reclutamiento de Rab7 y por consiguiente, inhibe la fusion entre el lisosoma 'y el
autofagosoma; sin embargo, el silenciamiento de TPC2 o el tratamiento de las células
con Ned-19 (antagonista de NAADP) revierte este proceso y es capaz de disminuir este
actimulo de autofagosomds.

En un estudio reciente llevado a cabo por Lin y col. (214§ ha demostrado que
TPC2 contribuia a la autofagia regulando la homeostasis proteica en el musculo
esquelético, de esta forma, los musculos de ratones TPC2 KO mostraban atrofia
respecto a los wt, con un incremento dafino en el acimulo de autofagosomas durante la
autofagia inducida por deprivacion energética y cloroquina, lo que sugeria que estos
efectos podrian estar mediados por un cambio en el pH lisosomal y una reduccién de la
actividad de las proteasas lisosomales. Paralelamente, también se ha observado una
asociacion entre mTOR y TPC2 en el musculo esquelético: la ausencia de TPC2 evita la
reactivacion de mTOR durante una deprivacion prolongada, lo que sugiere tanto que
existe una relacion entre ambos, como que no se produce una adecuada terminacion de
la autofagig™®

Finalmente mediantscreening de interaccion proteina-proteina se ha determinado
y comprobado la interaccién directa de TPC2 con la proteina X1 asociada al sustrato
HS-1 (Hax-1), que es un regulador negativo de la autofagia y la apdplosis.

Controlar la entrada de virus al interior del huésped.

Los virus del Ebola (EBOVS) junto con los Marburgvirus forman la familia
Filoviridae. Las infecciones por los virus del Ebola se caracterizan por la supresion del
sistema inmune y una respuesta inflamatoria sistémica que causa dafios vasculares, en la
coagulacién y en el sistema inmune, lo que conduce a un fallo multiorgénico yshock.
Como la mayoria de los virus, el EBOV depende de su huésped para completar su ciclo,
por lo tanto, conocer el mismo es muy importante para poder desarrollar uA# cura.
Previamente se habia visto que el EBOV se unia a glicoproteinas de la superficie
celular?®®lo que conducia a su internalizacién a través de la ruta end6¢itaa2015,

Sakurai y cof?® demostraron que TPC2 es necesario para la liberacién del genoma viral
del EBOV dentro de la célula huésped. Para ello, en primer lugar observaron que los

fibroblastos embrionarios de raton procedentes de ratones KO para TPCl y TPC2
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resistian la infeccién por el EBOY Sin embargo, la sobreexpresion de los TPCs en
células mutantes humanas recuperaban esta capacidad irfféctivamismo ocurria
cuando silenciaban los TPCs a través de ARNs de interferencia células HelLa, en donde
las infecciones por el EBOV eran incompleétasAdemas la sobreexpresién de una
forma dominante negativa de TPC2 (que bloquea el NAADP vy por lo tanto, bloquea el
ciclo mediante el cual el calcio induce la liberacién de mas calcio) también inhibia la
infeccién por el EBOV??® Finalmente este grupo también demostré que el tetrandrine
(un tipo de alcaloide) era capaz de bloquear la actividad de TPC2 y por lo tanto podria

bloquear la infeccién por EBOY?

6.2. Funciones biolégicas de los TPCs PI(3,5)8ependientes.

Homeostasis i6nica.

El PI(3,5)R es un fosfoinositol especifico del sistema endolisosomal que se forma
gracias al complejo PIKfyve (PIKfyve es la PI(3)P 5-kinasa que fosforila a PI(3)P para
dar lugar a PI(3,5.>° Las células que presentan déficit de PI(3,5¢ caracterizan
por tener grandes vacuolas y endolisosomas, lo que podria sugerir que existe un dafio en
la homeostasis idnica o un defecto en el tréfico a través de la merffBraizalmente
se postulo al PI(3,53Rcomo mediador de la liberacion de calcio a través del receptor
mucolipin 1 (TRPML1) de los endolisosonfa$;sin embargo, la deficiencia de
PI(3,5)R da lugar a un fenotipo mucho mas severo que las mutaciones producidas en el
receptor TRPML1, sugiriendo que el PI(3,5p@dria tener efectores adicionad&sDe
esta forma, en el afio 2012, basandose en estudiopad-clamp tanto en
endolisosomas de células COS-1, como en animales KO para TPC1 y TPC2, se planteo

la hipétesis de que los TPCs eran canales de sodio activados por Ri3,5)P
Metabolismo y/o autofagia.
Aunque se conoce que tanto los lisosomas como los endosomas juegan un papel

clave en el metabolismo celular al participar en procesos claves como la autofagia o la

endocitosis, el conglomerado de sefiales que reciben estas organelas para su correcto
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funcionamiento no se conoce con exactfftidSe ha visto que mTOR en el complejo
MTORC1 responde a las variaciones en los niveles de aminodcidos durante su
localizacion en el lisosoma, lo cual induce la fosforilacion de los factores de
transcripcion TFEB, claves en la funcion lisosofialEn el afio 2013 un estudio
realizado por Cang y ci® en células HEK293T y en ratones KO para TPC1/2 mostr6
gue mTOR es capaz de asociarse y controlar la activacién de un canal endolisosomal de
sodio sensible al adenosin trifosfato (ATP) (lyseNaformado por los TPCs y otras
proteinas adyacentes. De esta forma, cuando las células tienen suficientes sustratos
energeéticos, es decir, tienen una elevada concentracion de ATP, mTOR fosforila a los
TPCs y/o a sus proteinas asociadas para mantener al canal en un estadd*sempado

el contrario, cuando se produce una caida en los niveles de ATP (durante la deprivacion
energeética, por ejemplo), mTOR se deslocaliza de los TPCs, dando lugar a una apertura
del canal que permite que el sodio y otros iones salgan del lisosoma (FigtitaDEs).

esta forma, los TPCs podrian ser el nexo de union entre el lisosoma y la sefalizacién de
MTOR que monitoriza la respuesta a la deprivacion de nutrientes, la hipoxia y el

crecimiento celulaf®®
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Figura 13. mTORCL1 regula la funcién lisosomal en condiciones basales y durante la deprivacién
energética. En condiciones de disponibilidad de nutrientes (panel izquiero), mTORC1 promueve la
retencion de TFEB y TFES al igual que la inhibicion del complejo ULK1/2 y lysoNaATP. Ademéas los
lisosomas se mueven hacia la periferia de la célula. Por el contrario, en condiciones de deprivacion
energética (panel derecho), la inactivacion de mTORCL1 conduce a la translocacion de TFEB y TFES3 al
nucleo (), la induccién de la biogénesis de lisoson®slé activacion de la autofagid)(y cambios en

el potencial de membrana lisosonB). (La inactivacion de mTORC1 también puede ser necesaria para la
fusion entre el autofagosoma y el lisosoma {Tras un largo periodo de deprivacion energética, la
reactivacion de mTORCL1 es critica para inducir la autofagia de n6gvRHIEB, homélogo de Ras
enriquecido en el cerebro; TFE3, factor de transcripcion E3; TFEB, factor de transcripciéon EB; ULK,
Unc—512;I1ike kinaseV-ATPasa, ATPasa vacuolar; ZKSCAN3, anillo de zinc con los dominios KRAB y
SCAN!

7. TPCs y sistema cardiovascular.

A pesar de que desde el descubrimiento de los TPCs en el afio 2000 se ha trabajado
ampliamente en intentar comprender su biologia, no existe ningun estudio sobre su
posible papel en el sistema cardiovascular. Los trabajos de Ishibrashi y col?,(2000)
Calcraft. y col. (2009)y Zong y col. (2009}, describen la expresién de los TPCs
mediante northern blot en tejido cardiaco, sin embargo no estudian sus funciones a nivel
cardiomiocitario.
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Estudios previos han puesto de manifiesto la presencia de enzimas ADP-ribosil
ciclasas (capaces de sintetizar NAADP) en preparaciones de membranas éréfacas
y, ademas, se ha visto que estas enzimas pueden incrementar su actividad a través de la
estimulacion de los receptorgsadrenérgicos, lo que a su vez daria lugar a un
incremento de NAADP*® Este NAADP es capaz de aumentar la amplitud y frecuencia
de las corrientes de calcio en los cardiomiodtd©tro estudio llevado a cabo por
Touchberry y col. (2016%° ha puesto en evidencia que también el PI(3,88un
potente regulador de la concentracion intracelular de calcio en los cardiomiocitos al ser
capaz de activar al receptor de rianodina, que puede dar lugar a la liberacién adicional
de calcio durante el CICR y, consecuentemente, aumentar la fuerza de contraccion en el
musculo cardiaco; de esta forma, la actividad eléctrica cardiaca depende de la
propagacion de los estimulos excitatorios de forma coordinada y, como consecuencia,
de la generacion de potenciales de accion en los cardiomiocitos individuales, que resulta
de la apertura y cierre de canales i6nfé0sEs por lo tanto evidente que las
concentraciones inadecuadas de iones se consideran indicadores de patologias
musculares, de hecho una excesiva elevacion de calcio y sodio intracelular han
demostrado ser perjudiciales para las células cardiacas, lo que podria conducir a
arritmias en el corazdti/#*®

A nivel cardiovascular, el descubriento de los TPCs como receptores
endolisosomales abre un campo de investigacion nuevo, muy relevante y de enorme
interés, por las probables implicaciones del sistema NAADP/TPCs en el propio control
de las funciones basicas (muerte, proliferacion, respuesta hormonal, metabolismo...) de
las células del sistema cardiovascular, que se caracterizan por ser tipos celulares muy

especializados y diferenciados.
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El objetivo de esta tesis es estudiar el papel de los TPCs en la fisiologia
cardiomiocitaria tanto en condiciones normales como patoldgicas.
Los objetivos concretos son los siguientes:
1. Realizar un estudio comparativo del proteoma cardiaco en ratones wild type (wt)
y knockout (KO) para TPC1y TPC1/2.
2. Estudiar el papel de TPC1l y TPC2 en el metabolismo y la autofagia
cardiomiocitaria.
3. Estudiar la regulacion de los niveles cardiacos de TPCs en animales de
experimentacién en distintas condiciones metabdlicas.
4. Estudiar los niveles de expresion génica y proteica de TPC1 y TPC2 en tejido

cardiaco humano procedente de pacientes con enfermedades cardiovasculares.
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Todos los reactivos utilizados son de Sigma-Aldrich (USA) salvo que se indique lo

contrario.

1. Etica.

Todas las recogidas de tejidos humanos se realizaron previo consentimiento
informado escrito de los pacientes, de acuerdo con la Declaracion de Helsinki 2008 y la
Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal y, en caso
necesario, con la Convencion Europea de los Derechos Humanos y Biomedicina (ETS
164) y la Ley de Tejidos Humanos de 2004 (Reino Unido), tras la aprobacion por parte
del Comité Etico de Investigacion Clinica de la Xunta de Galicia.

Para los experimentos; vivo con ratas, se utilizaron las instalaciones del
animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Santiago de Compostela
(USC), siguiendo los principios de Helsinki, las regulaciones del Comité Bioético de la
USC vy las directrices de la directiva 2010/63 de la Unidn Europea. Los experimentos se
realizaron segun la normativa legal vigente de experimentacion animal y segun la Ley
32/2007 del 7 de noviembre para el cuidado de animales en su explotacion, transporte,
experimentacion y sacrificio, modificada por la Ley 6/2013 de 11 de junio y el Real
Decreto 53/2013 del 1 de febrero por el que se establecen las normas béasicas aplicables

para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y fines cientificos.

2. Tejidos humanos.

Las muestras de auricula cardiaca humana se obtuvieron de pacientes procedentes
del Servicio de Cardiologia-Cirugia Cardiaca de la Xerencia de Xestion Integrada de
Santiago de Compostela sometidos a cirugia cardiacaygasscardiopulmonar. En
dicha cirugia, y para introducir el catéter necesario, se escinde un trozo de apéndice
auricular derecho que normalmente se desecha y que nosotros recogemos para
experimentacion. Los analisis bioquimicos de las muestras de pacientes se realizaron
como parte del protocolo médico en el laboratorio de Bioquimica del Hospital Clinico
Universitario de la Xerencia de Xestion Integrada de Santiago de Compostela. Todas las

pruebas funcionales y seguimiento de los pacientes tuvieron lugar en el Servicio de
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Cardiologia de la Xerencia de Xestion Integrada de Santiago de Compostela. Las

caracteristicas de los pacientes se muestran en la Tabla 1.

Hombres (n=199) | Mujeres (n=100)
Caracteristicas demogréficas
Edad (media) (afios) 69,9 70,7
IMC (media)(Kg/m2) 28,8 29,6
HTA, n(%) 142 (71,4%) 76 (76%)
Diabetes tipo I, n (%) 58 (29,1%) 21 (21%)
Hiperlipidemia, n (%) 105 (52,8%) 52 (52%)
Laboratorio
Triglicéridos, media, mg/dl 112,4 124,7
Colesterol, media, mg/dl 164,9 187,3
Glucosa, media, mg/dl 115,5 117,3
Tratamiento
Antiagregantes, n (%) 84(40,2%) 31 (31%)
Anticoagulantes, n (%) 39 (19,2%) 22 (22%)
IECAS, n (%) 55 (27,6%) 20 (20%)
ARA 11, n (%) 46 (23,1%) 25 (25%)
B-blogueantes, n (%) 71 (35,7%) 35 (35%)
Calcioantagonistas, n (%) 43 (21,6%) 12 (12%)
Diuréticos, n (%) 65 (32,7%) 46 (46%)
Antidiabéticos orales, n (%) 31 (15,6%) 17 (17%)
Insulina, n (%) 16 (8%) 7 (7%)

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes de cirugia cardiaca. IMC: indice de masa corporal, HTA:
hipertension arterial, IECAs: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, ARA II: antagonistas
del receptor de antiotensina Il.

Las muestras de ventriculo izquierdo cardiaco humano fueron una donacién del Dr.
Miguel Rivera, Jefe de la Unidad de Cardiocirculatorio del Hospital Universitario y
Politécnico La Fe de Valencia. Se obtuvieron a partir de corazones explantados de 16
pacientes con cardiomiopatia isquémica (ISQ) y 20 pacientes con cardiomiopatia
dilatada (DIL), todos no diabéticos y en la fase final de la insuficiencia cardiaca,
sometidos a trasplante de corazon (Tabla 2). Como controles se utilizaron 6 donantes no
enfermos en parada cardioplégica durante 2.5 horas, descartados para trasplante debido
a incompatibilidad sanguinea o de tamafio (Tabla 3).
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ISQ (n=16) DIL (n=20)
Edad (media) 53.6 46.5
Género, hombres, n (%) 16 (100) 17 (85)
Escala NYHA (1-4), media 3.61 3.44
IMC (media) (Kg/m2) 25.5 25.1
FEVI (%) (media) 23.2 19.6
VESVI (mm) (media) 53.4 69.8
VFEDVI (mm) (media) 61.7 78.3
MVI (g) (media) 258.7 390.8
Duracion de la enfermedad (meses) (media) 37.8 69.5

Tabla 2: Caracteristicas de los pacientes con insuficiencia cardiaca. NNélAYork Heart Association

IMC: indice de masa corporal, FEVI: fraccién de eyeccién del ventriculo izquierdo, VFSVI: volumen fin
de sistole del ventriculo izquierdo, VFDVI: volumen fin de diastole del ventriculo izquierdo, MVI: masa
ventricular izquierda. Duracién de la enfermedad: meses transcurridos desde el diagndstico hasta el
trasplante.

Donante | Edad Género Causa de la muerte FEVI
1 16 Mujer Accidente de trafico >50
2 58 Hombre Desconocida >50
3 56 Hombre Accidente de trafico >50
4 56 Hombre Accidente cerebrovascular >50
5 54 Mujer Accidente cerebrovascula >50
6 51 Hombre Desconocida >50

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes utilizados como controles en los estudios de ventriculo humano.

3. Animales.

3.1. Tejidos de ratén.

Se utilizaron corazones de ratones wt y KO para TPC1 y para TPC1/2. Ambos
grupos fueron cedidos amablemente por el Dr. John Parrington y la Dra. Pamela Lear
del departamento de Farmacologia de la Universidad de Oxford. Los ratones
transgénicos para TPC1 poseen una disrupcion de los exones 4 y 5 obtenida de un fondo
C57BL/6;129P2 de I&uropean Mouse Mutagenesis Archi&VIMA).” Los animales
homocigotos para el grupo wt se obtuvieron mediante cruces de heterocigotos
manteniendo las colonias separadds ratones transgénicos para TPC2 fueron
generados a partir de células embrionarias madre (EBagléenomicsa partir de la

linea celular YHD437 (cepa 129P2) que tiene una insercion mutacional procedente del
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vector pGTOLxf entre los exones 1 y Esta mutacién crea una transcripcion de fusién
formada por el exdn 1 unido con el marcadgep (un gen de fusion degalactosidasa

y neomicina fosfotransferasa 1) presente en dicho véctstas células fueron
inyectadas en blastocistos C57/BL6 para generar ratones quiméricos que fueron
cruzados entre si para obtener la transmision via germinal del alelo mutante d& TPC2.
Los ratones TPC1/2 KO derivan de cruces dihibridos entre los anteriormente
mencionados TPC1 KO y TPC2 K&.

3.2. Tejidos de rata.

Para los estudios del efecto de la dieta alta en grasa sobre la expresion cardiaca de
TPC1 y TPC2 se utilizaron ratas Sprague-Dawley alimentadas durante 18 semanas con
dieta normal (3.85 kcal/g, 10% de grasa, 20% de proteina, 70% de hidratos de carbono)
(Research Diets, Inc. USA) o dieta alta en grasa (4.73 kcal/g, 45% de grasa, 20% de
proteina, 35% de hidratos de carbono) (Research Diets, Inc. USA) que fueron
sacrificadas a las 21 semanas de vida por decapitacion. Los corazones fueron una
donaciéon de la Dra. Luisa Maria Seoane Camino, del grupo de Investigacion de
Fisiopatologia Endocrina del Instituto de Investigaciones Sanitarias de Santiago de
Compostela.

Para los estudios sobre el efecto del ayuno sobre la expresion cardiaca de TPC1 y
TPC2 se utilizaron ratas Sprague-Dawley alimentadas durante 18 semanas con dieta
estandar del animalario (2.9 kcal/g, 3.10% de grasa, 16.1% de proteina) (Scientific
Animal Food & Engineering, FR) y se mantuvieron 36 horas en ayuno antes de su
sacrificio por decapitacion. Los corazones fueron de nuevo una donacion de la Dra.
Luisa Maria Seoane Camino.

Para los estudios sobre el efecto del sexo sobre la expresion cardiaca de TPC1 y
TPC2 se utilizaron ratas hembras y machos Sprague-Dawley alimentados con dieta
estandar del animalario, que fueron sacrificadas a las 8 semanas de vida por
decapitacion. Los corazones fueron de nuevo una donacién de la Dra. Luisa Maria
Seoane Camino.

Para los estudios sobre el efecto de las hormonas sexuales sobre la expresion
cardiaca de TPC1 y TPC2 se utilizaron ratas hembras y machos Sprague-Dawley

alimentados con dieta estandar del animalario, que fueron sometidas a ovariectomia o
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gonadectomia segun procediese, manteniéndose durante 1 semana y a continuacion a un
grupo de ellas se les realizé un reemplazo con una canula, que contenia estrégenos o
testosterona respectivamente, durante 3 dias. Finalmente fueron sacrificadas por
decapitacion. Los corazones fueron de nuevo una donacion de la Dra. Luisa Maria
Seoane Camino.

Los neonatos de rata Sprague-Dawley de hasta 72 horas de vida se sacrificaron
mediante dislocacion cervical. Los corazones extraidos se utilizaron para realizar
cultivos primarios (ver a continuacion). Salvo que se indique lo contrario, se utilizaron
machos adultos para la realizacion de los experimentos. En todos los casos, los tejidos
se extrajeron y se congelaron inmediatamente a -80°C.

4. Cultivos Celulares.

4.1. Cultivo de cardiomiocitos adultos humanos.

Se utilizaron cardiomiocitos adultos atriales humanos de pacientes sometidos a
cirugia cardiaca combypasscardiopulmonar. Se lavo el apéndice atrial en tampdn
fosfato salino (PBS) (137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCI, 10 mM dgHR&y, 1.8 mM
de KH,PQO,, 1 mM de CaCl+2kD y 0.5 mM de MgCH 6H,0, a pH 7.4) y se cortd en
trozos muy pequefios lo mas rapido posible. La digestion del apéndice atrial se realiz
en solucion enzimatica (0.25% de tripsina, 0.15% de colagenasa tipo Il y 0.02% de
glucosa en PBS) durante 5 minutos y en agitacion a 37°C. La primera digestién se
descarté y se recogieron las cuatro siguientes. A cada una de las digestiones se le afiadio
un 10% de NCS (suero de ternero recién nacido) y se centrifugd a 2000 g durante 5
minutos. El total de células obtenido se resuspendié en medio de cultivo (10% de suero
fetal bovino (FBS) (Life Technologies, USA), 1% de penicilina/estreptomicina
(Cambrex, USA) y 89% de Iscove’s Modified Dubelcco’s Medium (Merck Millipore,
Alemania)) y se sembrd en placas previamente tratadas durante 24 horas con matriz
extracelular (1% de fibronectina en gelatina al 0.02% (BD, USA)). El medio de cultivo

se renovo cada 24 horas.
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4.2. Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata.

Para realizar el cultivo de cardiomiocitos neonatales de rata se utilizaron neonatos
de rata Sprague Dawley de hasta 72 horas de vida como maximo. Los cardiomiocitos
presentan un namero fijo de divisiones durante el desarrollo embrionario y fetal tras el
cual entran en estado postmitétiédo.Durante las primeras 48 horas de vida de los
neonatos, los cardiomiocitos todavia conservan en parte la capacidad de pfififerar,
por lo que tras la siembra se pueden dividir una o dos veces.

Los corazones extraidos se trocearon en tres o cuatro porciones y se mantuvieron en
tampon ADS (6.8 g/l de NaCl, 4.76 g/l de HEPES, 0.12 g/l de;R@k 1.0 g/l de
glucosa, 0.4 g/l de KCI, 0.1 g/l de Mg$§ 0.02 g/l de rojo fenol, a pH 7.4) hasta su
digestion. Las digestiones se realizaron en la siguiente solucion enzimatica: 80
unidades/ml de colagenasa tipo la y 0.6 mg/ml de pancreatina. Se realizaron 5
digestiones a 37°C en agitacion. La primera de 30 minutos se desechd, mientras que las
cuatro siguientes se recogieron y se incubaron durante 20 minutos. El volumen utilizado
de solucion enzimatica se ajustd segun el numero de neonatos, manteniendo la
proporcion de 6 ml/digestion por cada 14 corazones. A cada una de las digestiones se le
afadio un 10% de NCS y se centrifugé a 2000 g durante 5 minutos. El total de células
obtenido se resuspendié en medio de cultivo (66% de DMBMbécco's Modified
Eagle's médiuin(Lonza, Suiza), 17% de medio M199, 10% de FBS (Life Technologies,
USA), 5% de NCS (Merck Millipore, Alemania), 1% de penicilina/estreptomicina
(Cambrex, USA) y 1% de L-glutamina)) y se realizé una siembra diferencial durante 2-

3 horas sobre superficies de cultivo no tratadas con matriz extracelular, con el fin de
aumentar la pureza del cultivo dejando sedimentar los fibroblastos para posteriormente
desecharlos. Se recogio la suspension celular de cardiomiocitos y se centrifug6 a 2000 g
durante 5 minutos. Las células obtenidas se sembraron con una densidad de 50000
células/crfi en placas previamente tratadas durante 24 horas con matriz extracelular de
fibronectina. EI medio de cultivo se suplementd con arabinésido de citosina (AraC)
(farmacia hospitalaria) a una dosis de 10 uM para inhibir la proliferacion de los
fibroblastos. EI medio se renovd cada 24 horas. Con esta técnica conseguimos un grado
de pureza de cardiomiocitos del 90-99% (se comprueba utilizando la técnica de
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inmunohistoquimica para la cadena pesada de la miosina), con un rendimiento de

aproximadamente 1@élulas por cada 40 neonatos.

4.3. Cardiomiocitos auriculares adultos de ratén: linea celular HL-1.

La linea celular de cardiomiocitos de ratén HL-1 fue donada por el Dr. William C.
Claycomb (Lousiana S.U., Medical Centre, New Orleans, USA) y deriva de la linea
celular AT-1 de cardiomiocitos auriculares adultos de ratén pertenecientes a la cepa
C57BL/6J**° Las caracteristicas de esta linea hacen que sea un buen modelo para el
estudio del funcionamiento de los cardiomiocitos a nivel celular y molecular, ya que son
capaces de multiplicarse conservando el fenotipo especifico de las células cardiacas
adultas: expresion de la cadena pesada de miosina, de alfa-actina cardiaca y de conexina
43, y mantenimiento de la actividad contr&@fil.

El cultivo de esta linea celular se realizé sobre superficies de cultivo previamente
tratadas con matriz extracelular de fibronectina durante 24 horas. Se sembraron a una
densidad de 50000 célulasfcnias células se mantuvieron en medio Claycomb
suplementado con 10% de FBS, 1% de penicilina/estreptomicina (Lonza, Suiza) y 1%
de L-glutamina (Lonza, Suiza). El medio de cultivo se renové cada 24 horas. Para el
mantenimiento de la linea, cuando las células alcanzaron el 90% de confluencia, se
incubaron con tripsina-EDTA durante 3-5 minutos a 37°C. La tripsina se inactivd con
DMEM con un 10% de FBS y las células se centrifugaron a 2000 g durante 5 minutos.

Las células se resuspendieron en el medio de cultivo y se realizd un pase 1:3.

5. Silenciamiento de TPC1 y TPC2 en cardiomiocitos en cultivo.

Los cardiomiocitos neonatales de rata se incubaron con los siguientes ARN de
interferencia (siRNA) 24 horas después de la siembra: control negativo (SIC 001, Sigma
Aldrich, USA), TPC1 (SASI_Rn01_00107855 y SASI_Rn01_00107855 AS, Sigma
Aldrich, USA) y TPC2 (ON-TARGET plus TPC2, GE Healthcare, UK). Los siRNAs se
reconstituyeron a una concentracion depB0. En primer lugar, se prepararon dos
mezclas siguiendo el protocolo de la casa comercial con pequefias modificaciones (GE
Healthcare, UK):
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- sRNAs con medio Opti-MEM (Thermo Fischer Scientific, USA). 200 nM de
TPC1, 100 nM de TPC2 o la mezcla de ambos se diluyeron en medio Opti-
MEM.

- El reactivo de transfeccion DharmaFECT 1 (GE Healthcare, UK) con el medio
Opti-MEM, a una concentracion de 1ul DharmaFECT/100ul.

Ambas mezclas se incubaron por separado durante 5 minutos a temperatura
ambiente y, posteriormente, se mezclaron y se incubaron durante otros 20 minutos. Los
cardiomiocitos, previamente lavados 3 veces con medio DMEN, se incubaron con esta
mezcla durante 6 horas y, a continuacion, se les afiadid medio de cultivo. 48 horas
después, los cardiomiocitos fueron sometidos deprivacion de suero. La bafilomicina Al
(inhibidor de la bomba V-ATPasa y que por lo tanto modifica el pH lisosomal) se usé a
una concentracion de 100 nM y fue afiadida al medio de cultivo 2 horas antes de la

finalizacion del tratamiento, en los casos correspondientes.

6. Infeccion por adenovirus de cultivos de cardiomiocitos

neonatales de rata.

Los cardiomiocitos neonatales de rata se sembraron en cubreobjetos previamente
tratados con una matriz extracelular de fibronectina. 24 horas después de ser silenciados
con siRNA control, siTPC1, siTPC2 o siTPC1/2, las células fueron infectadas con
adenovirus que expresan GFP-LC3 (multiplicidad de infeccion 10) amablemente
cedidos por la Dra. Beverly Rothermel y el Dr. Josep A. Hill, del departamento de
Cardiologia de la Universidad de Tex@suthwestern Medical CentEf Una vez
transcurridas 24 horas tras la infeccion, los cardiomiocitos fueron deprivados o no de
suero y posteriormente, fijados con paraformaldehido al 4% y examinados por
microscopia confocal. La bafilomicina A1 se usé a una concentracién de 100 nM y fue
afnadido al medio de cultivo 2 horas antes de la finalizacion del tratamiento, en los casos

correspondientes.
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7. ProteOmica.

7.1. Isoelectroenfoque y electroforesis en gel de 2 dimensiones (2-DE).

Para el estudio protedmico se utilizaron corazones de ratones machos wt y KO para
TPC1 (TPC1 KO). Los corazones se diseccionaron en tres partes: auricula, ventriculo
derecho y ventriculo izquierdo, utilizandose en nuestro estudio solo el ventriculo
izquierdo, que inmediatamente fue liofilizado. El liofilizado resultante se resuspendi6 en
500 pl de tampon 2-DE (65 mM de ditiotreitol, 65 mM de CHAPS, 5 M de urea, 2 M de
tiourea, 0.15 M de NDSB-256, 200 nM de tributilfosfina, 100 nM de NaF, 1 M de
NaVO4, 1 M de Benzamidina) y se almacend a -80°C hasta su uso posterior.

La electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida es una de las
herramientas mas empleadas para el andlisis global, la separacion y la identificacion de
los distintos componentes del proteoma. Dicha técnica permite la separacion de cientos
o miles de proteinas en un unico gel, mostrando un patron caracteristico. La separacion
se realiza en base a dos pardmetros: 1) 12 dimension: isoelectroenfoque (IEF), en el cual
las proteinas se separan en funcién de su punto isoeléctrico (pl), 2) 22 dimension: SDS-
PAGE donde las proteinas se separan por su peso molecular.

Para la primera dimension (IEF) se utilizaron tiras IP@npbilized pH gradienjs
de 24 cm, con un rango de pH de 4-7 (GE Healthcare, UK) usando el equipo Protean
IEF Cell (BioRad, USA). Para ello se resuspendieron 500 ug de proteina por tira, en un
volumen final de 250 pl de tampon 2-DE con anfolitos (compuestos de bajo peso
molecular que poseen carga eléctrica) al 0.1% (pH 3-10) y al 0.05% (pH 2-4 y 9-11)
(Serva, Alemania). Los anfolitos, ademas de ayudar a que las proteinas migren con
mayor facilidad hacia su punto isoeléctrico, también ayudan a solubilizar la muestra en
el tampdn 2-DE, por eso muchas veces es conveniente colocar un pequefio porcentaje de
anfolitos de un rango de pH mucho mas amplio que el utilizado en la tira.

La mezcla se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos para eliminar los restos de
sales. Se colocoé en los carriles habilitados para tal efecto, donde se realizd una
hidratacion pasiva de 24 horas, recubriendo la tira con aceite mineral para evitar la

evaporacion del buffer, seguida de una rehidratacion activa de 12 horas. El voltaje final
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al que se somete cada tira es de 20000 V, siguiendo el protocolo detallado a
continuacion:

- 250V lineal durante 30 minutos.

- 500V lineal durante 1 hora.

- 1000 V lineal durante 1 hora.

- 4000 V lineal durante 2 horas.

- 8000 V lineal durante 2 horas.

- 1000 V lineal durante 1 hora.

- 1000 V lineal hasta alcanzar los 20000 V.

Una vez alcanzados los 20000 V, se retiraron las tiras y se equilibraron durante 15
minutos en 4 M de urea, 2 M de tiourea, 50 mM de Tris pH 6.8, 2% de SDS, 12 mM de
ditiotreitol y 30% de glicerol, sometiéndolas a continuacién a una electroforesis en
geles de poliacrilamida al 12% utilizando el Proteome Plus Dodeca (BioRad, USA),
utilizando el correspondiente tampon de electroforesis (14.4 g/l de glicina, 3.03 g/l de
Tris Base y 5 ml de SDS al 10%). Las tiras de corrieron a un amperaje constante de 15
mA por gel durante 12 horas, hasta que el frente alcanzé el borde inferior. Los geles se
fijaron en metanol/acético (10/7%) y se tifieron con Sypro-Ruby (Lonza, Suiza) durante
12 horas. A continuacion, se realizo la destincion durante 1 hora en la misma solucion
de fijacion, se lavaron en agua milliQ y se procedid a su escaneado utilizando el
Typhoon (Typhoon FLA 7000, GE Healthcare, UK) (ver adquisicién y analisis de
imagen).

Para la realizacion de los western blots en dos dimensiones se siguio el mismo
procedimiento que en la 2-DE, solo que, en este caso, en lugar de realizar la tincion, las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (GE Healthcare, UK) y se
utilizaron anticuerpos especificos para la deteccion de la profatthyaacid binding
protein 3 (FABP3, 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, USA), enolasa (1:200, Santa
Cruz Biotechnology, USA) y fosfoglicerato kinaga(PGK1, 1:200 R&D systems,
USA).

Es importante mencionar que en la primera dimension para detectar la
fosfoglicerato kinasa se utilizaron tiras IPG con un rango de pH de 3-12, debido a que el

pl tedrico de esta proteina es de 8.02.
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7.2. Adquisicion y analisis de las imagenes obtenidas de los geles 2-DE.

Los geles 2-DE se escanearon utilizando el escaner de fluorescencia Typhoon
(Typhoon FLA 7000, GE Healthcare, UK). Las imagenes escaneadas fueron procesadas
con el programa Progenesis SameSpots (version 4.5) (Nonlinear Dynamics, USA). El
alineamiento de los distintos geles se realizé tanto manual como automaticamente.
Todos los geles se compararon entre si, y el analisis estadistico lo realizé el propio
programa, que calcula tanto el p valor como el estadistico 1-way ANOVA. Se considero
gue una proteina estaba diferentemente expresada entre dos condiciones, cuando el
p<0.05 yfold changel1.8. Una vez realizado el analisis de imagenspagtsde interés
se cortaron y se guardaron en agua mili-Q hasta su digestion triptica para la

correspondiente identificacion de proteinas.
7.3. Andlisis protedmico por LC-MALDI-MS.

La 2-DE presenta algunas limitaciones: 1) es una técnica muy laboriosa que
requiere bastante tiempo y es dificil de automatizar; 2) esta limitada por el nimero y el
tipo de proteinas a resolver, ya que las proteinas muy grandes o hidrofébicas no entran
en el gel durante la primera dimension y las proteinas muy acidas o muy basicas no se
resuelven bien; y 3) hace dificil la deteccién de proteinas poco abundantes, por lo que
en los ultimos afos se han desarrollado otras metodologias que permiten superar estos
inconveniente$™ Una de estas técnicas es el LC-MALDI, en el que, tras la digestion
triptica de la muestra, la separacién de los péptidos se realiza mediante cromatografia
liquida en fase reveré# La ventaja de este procedimiento es que los péptidos van a ser
separados por hidrofobicidad, y van a poder ser identificados aunque estén en
cantidades muy pequeffds.Una vez separados, los péptidos se depositaron junto a la
matriz en una placa especial para MALDI TOF/TOF, y la identificacién de proteinas se
realiz6 mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/A®K.continuacién, vamos
a denominar a esta combinacion de técnicas como LC-MALDI-MS.

Para el andlisis mediante LC-MALDI-MS, se utilizaron 200 pug de proteina de cada
condicion en un gel de poliacrilamida al 10%. La electroforesis se paré una vez que el

frente se introdujo unos 3 mm en el gel (este procedimiento se realiza con el fin de
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concentrar toda la proteina en una fina banda para poder llevar a cabo la diggsion
de la proteinaj**?**La banda de proteinas se visualiz6 mediante tincién fluorescente

con Sypro-Ruby (Lonza, Suiza), se recorto y se procedio a su digestion triptica manual.

7.4. Digestion de proteinas.

En todos los casos, la digestion se hizo manualmente siguiendo el protocolo
definido por Shevchenko y col. (1998§,con modificaciones menores, en el servicio de
protedmica del Instituto de Investigaciones Sanitarias de Santiago de Compostela.

Las bandaspotsobtenidas mediante los dos procesos anteriores se lavaron 3 veces
en una solucién 50 mM de bicarbonato de amonio y 50% de metanol (de alto grado de
pureza-grado HPLC) en agitacion. Tras los lavadosspossse dejaron 10 minutos en
acetonitrilo y se secaron al vacio durante otros 10 minutos. Una vez secos, se les afiadio
50 ul de 10 mM de ditiotreitol (DTT) en 50 mM de bicarbonato amonico (esto permitio
la reduccidn de los enlaces disulfuro de las proteinas) y se dejaron a 56°C durante 30
minutos. A continuacion, se volvieron a realizar los lavados vy, tras el secado, se afadio
50 pl de 55 mM de iodoacetamida en 50 mM de bicarbonato amonico (la solucion tiene
que estar preparada fresca) durante 20 minutos en oscuridad, lo que permitio la
alquilacién de los grupos S-libres. Tras realizar nuevamente los lavados y proceder al
secado al vacio, se afiadio a cagdat4 ul de la solucion de tripsina (20 ng/ul en 20
mM de bicarbonato amonico). Posteriormente,dpstsse cubrieron con el doble de
solucion de 20 mM de bicarbonato amaénico y se incub6 toda la noche a 37°C.

La extraccion de los péptidos se realiz6 mediante 3 incubaciones de 20 minutos con
60% de acetonitrilo (ACN) y 0.5% de acido formico (HCOOH) en agitacion. Tras cada
incubacion se recogi6é el sobrenadante (péptidos) y se guardd en un tubo limpio. A
continuacion, se secaron al vacio durante 2 horas y se guardaron a -20°C hasta su
utilizacion. Para el andlisis de MALDI-TOF/TOF, las muestras secas se disolvieron en 4
ul de 20% de acetonitriio (ACN) y 0.5% HCOOH. Para el LC-MALDI-MS
(cromatografia liquida acoplada a MALDI) la mezcla de péptidos se disolvié en 10-20
pl de 0.1% de acido férmico y 2% de ACN.
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7.5. Identificacion de proteinas mediante MALDI-TOF/TOF.

Para el andlisis por MALDI de las proteinas seleccionadas por 2-DE, se usé un
equipo 4800 MALDI-TOF/TOF analyzer (Applied Biosyntems, USA). Voliumenes
iguales (0.5 ul) de péptidos y solucion de matriz (3 mg de CHCA disueltos en 1 ml de
ACN al 50% en &cido trifluoroacético al 0.1%) se depositaron por el método de capa
fina en una placa MALDI 381 Opti-TOF (Applied Biosystems, USA). Los espectros de
masas (MS) se adquirieron en modo reflector positivo con un laser de longitud de onda
de 355 mm de Nd:YAG, con un promedio de 1000 disparos de laser. Al menos tres
picos de autolisis de tripsina se utilizaron para la calibracion interna. Todos los
espectros masas/masas (MS/MS) se obtuvieron mediante la seleccion automatica de los
precursores con una resolucion relativa de 300 (FWHM) y supresion metaestable.

El andlisis de los espectros se realiz6 mediante el uso del softwareSd0e8
Explorer Software V3.5 (ABSciex, USA). Los datos de los espectros de MS y MS/MS
se combinaron utilizando el softwaBPS Explorer v3.5 (ABSciex, USA) y, mediante
el programaviascot v2.1(Matrix Science, USA) se realiz6 la busqueda en una base de
datos no redundante (UniProt/SwissProt). Las busquedas se limititos musculus,
seleccionando como modificacion fija la carbamidometilacién de la cisteina y como
modificacion variable la oxidacién de la metionina. La busqueda se realizd poniendo
una tolerancia de 30 ppm para las MS y 0.35 Da para las MS/MS, y poniendo solo una
alteracion en un aminoacido. Todos los espectros de la base de datos fueron
inspeccionados manualmente en detalle utilizando el programa anterior. Las proteinas
con una puntuacién superior a 56cdqre>56) se aceptaron como significativas,
considerando positiva su identificacion cuando el intervalo de confianza (Cl%) estaba
por encima de 98. En el caso de los espectros MS/MS, el intervalo de confianza deberia
de estar por encima de 95. Se define como intervalo de confianza el calculo estadistico
que se basa en la distribucion de probabilidades normales que permiten comparar los
resultados procedentes de varias busquedas, de forma que si el Cl% esta proximo al

100% indica sin duda alguna que la proteina esta identificada.
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7.6. Identificacidon de proteinas por LC-MALDI-MS.

La separacion de las mezclas de péptidos tripticos resultantes se realizd por
cromatografia liquida en fase reversa LC-MALDI mediante el uso del Nano-HPCL
Ultra nanoLC plus (EKsigent, ABSciez, USA). El nano-HPLC est4 acoplado a un
spotter (Eksigent, ABSciex, USA) lo que permitié ir depositando una mezcla de los
péptidos separados junto a la matriz en placas MALDI para su identificacion.

Las mezclas peptidicas se resuspendieron en 15 pl de 0.1% acido férmico 2% de
ACN mediante sonicacién. Las muestras se inyectaron @opricolumna de Trampa
ChromXP nanoLC 350 micras ID x 0.5 mm, 3 m ChromXP C18 120A, ABSciex, USA)

a una velocidad de flujo de 10 pl/min (0.1% de acido formico al 2% ACN) donde
permanecieron 15 minutos para resuspenderse bien en el tampon. Después, los péptidos
pasaron a una precolumna donde se eliminan los posibles contaminantes que pueden
dafar la columna, y finalmente se separan en una nanocolumna (columna nanolLC
ChromXP 75 micras id x15 cm, 3 um ChromXP C18 1202, ABSciex, USA) a una
velocidad de flujo de 300 nl/min en una eluciéon de gradiente lineal desde 95% de
solucién A (0.1% acido férmico al 2% ACN) a 60% de solucién B (90% de ACN, 0.1%
FA) en 80 minutos, seguidos de un aumento de hasta el 95% de B en 5 minutos. Los
péptidos que se eluyeron se mezclaron con una solucidon matriz, que constaba de 3 mg
de alfa-ciano-4-hidroxicinamico (CHC#) disuelto en 1 ml de 50% de ACN en &cido
trifluoroacético al 0.1%, y 10 fmol/ul de angiotensina (utilizado como estandar interno)

y se depositaron sobre un inserto Opti-TOF LC/MALDI (ABSciex, USA) con una
velocidad de un spgtor cada 12 segundos.

El andlisis de espectrometria de masas se realizd utilizando el analizador de
MALDI-TOF/TOF 4800 (ABSciex, USA). Los espectros de MS se adquirieron en
modo reflector positivo con un laser de longitud de onda de 355 nm de Nd:YAG y con
un promedio de 1000 disparos de laser por MS. Se utiliz6 como control para calibracién
interna el pico de 1296.685 de la angiotensina I. Todos los espectros MS/MS se llevaron
a cabo mediante la seleccion de los precursores con una resolucion relativa de 300
(FWHM) y supresion metaestable. La identificacion de los péptidos y las proteinas se
realizd utilizando el software Protein Pilot v. 4.0.80.85 (ABSciex, USA) con el

algoritmo Paragon. Los datos de MS/MS se analizaron utilizando la base de datos
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Uniprot/SwissProt (julio de 2014, Swiss-Prot, Suiza). Las busquedas se limifds a
musculusseleccionando como modificacion fija la carbamidometilacion de la cisteina 'y
como modificacion variable la oxidacion de la metionina. La tolerancia de los
precursores se fij6 en 30 ppm, mientras que la tolerancia de los MS/MS en 0.35 Da,
permitiendo un aminoacido modificado en la secuencia. Solo las proteinas con un

umbral >95% de confianza fueron consideradas como positivas.

8. Extraccion de proteinas.

Se lavaron las células con PBS vy se les afiadi6 6.7 flderrampén de lisis (5%
de Tris-Base a 1 M con pH 7.5, 5% de NaCl a 5 M, 30% de.Na+10H,0, 1% de
EDTA a 0.5 M, 20% de NaF a 5 M, 10% de Triton X-100 al 10%, 1% de Naa\wiOL
M, 1% de PMSF a 0.1 M, 1% de aprotinina, 1% de leupeptina y 25% agua miliQ). Se
lisaron las células con ayuda de un raspador. Se mezcl6 el lisado utilizando un agitador
tipo vortex y tras 30 minutos de reposo en hielo se centrifugd a 13000 g durante 16

minutos a 4°C. Se recogi6 el sobrenadante y se conservo a -20 °C.

9. Cuantificacion de proteinas: Método de Bradford.

Para determinar la concentracion de proteinas en solucion se utilizé el método de
Bradford, utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, USA). El
procedimiento se basa en la formacién de un complejo entre el colorante Codmassie
Brilliant Blue G-250 y las proteinas, de forma que el complejo proteina-colorante causa
el cambio del maximo de absorcion del colorante de 465 a 595 nm. El colorante
Coomassie se une principalmente a aminoacidos basicos y aromaticos, especialmente a
la arginina. La cantidad de absorcion es proporcional a la cantidad de proteinas.

Para calcular la concentracion proteica de las muestras, se utilizd una recta patron
de seroalbumina bovina (BSA) comprendida entre 2.5 y 25 pg/ml en agua miliQ y un
20% de Bio-Rad Protein Assay. Para la cuantificacion de las muestras, se realizé una
dilucion 1:200 en agua miliQ. La absorbancia se midi6 tras 5 minutos de incubacion a
una longitud de onda de 595 nm en el espectofotometro Ultrospec 1100 pro (GE

Healthcare Life Sciences, USA). Para calcular la concentracion proteica se extrapolaron
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los valores obtenidos de absorbancia de las muestras en la recta patrén de BSA

utilizando una recta de regresion lineal.

10. Western blot.

Utilizamos la técnica de western blot para estudiar la expresion y activacion de
determinadas proteinas de interés. Mediante una electroforesis en gel de acrilamida
(30% Acrylamide/Bis Solution, BioRad, USA), se separan las proteinas en funcion de
su tamafio. En general, se utilizaron geles al 5% de acrilamida para proteinas de 60-200
kDa, geles al 10% para proteinas de 16-70 kDa y geles del 15% para proteinas de 12-45
kDa, con Tris-Base a 1.5 M con pH 8.8, SDS al 10%, APS al 10% y TEMED. Se
preparé un gel concentrador sobre el gel separador, que tiene un tamafio de poro mas
grande. Para el gel concentrador se utilizd un 4% de acrilamida, Tris-Base a 1.5 M con
pH 6.8, SDS al 10%, APS al 10% y TEMED a distintas cantidades en funcion del
volumen final de preparacion.

Se diluyeron las proteinas en tampon de carga (25% de Tris-Base a 0.5M + 0.4% de
SDS con pH 6.8, 20% de glicerol, 4% de SDS, 0.2% de 2-mercaptoetanol y 0.001% de
azul de bromofenol) y se hirvieron durante 5 minutos antes de cargarlas en el gel. Se
utilizé6 como marcador de peso molecular el High Range RaifB&Healthcare, UK).

La electroforesis se realiz6 a 80 V constantes durante 3 horas en frio en tampén de
electroforesis (3 g/l de Tris-Base, 14.4 g/l de glicina y 0.96 g/l de SDS), utilizando el
sistema Mini-PROTEAR Precast Gels (BioRad, USA).

Una vez terminada la electroforesis, se realizo la transferencia de las proteinas del
gel a una membrana de PVDF (Amersham HyB¥Yn&GE Healthcare Life Sciences,
USA), previamente activada segun las instrucciones del fabricante, durante 1 hora a un
amperaje constante de 0.28 A en tampon de transferencia (5.81 g/l de Tri2-8agd,
de glicina,0.375 g/l de SDS y 5% de metanol), utilizando el sistema Mini Tran$-Blot
Electrophoretic Transfer CelBioRad, USA). La membrana se bloque6 utilizando PBS
(con 1% BSA y 0.1%ween) o leche desnatada en polvo al 5% durante 1 hora, y se

incubd con los siguientes anticuerpos durante toda la noche (Tabla 4).
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Anticuerpo Dilucién
TPC1 Santa Cruz Biotechnology, USA 1:500
TPC2 Santa Cruz Biotechnology, USA 1:200
phospho-AMPK (Thr 172Fell Signaling Technology, USA 1:1000
AMPK Cell Signaling Technology, USA 1:1000
phospho-mTOR (Ser244&anta Cruz Biotechnology, USA 1:1000
mTOR Santa Cruz Biotechnology, USA 1:1000
LC3 Cell Signaling Technology, USA 1:1000
p62 Cell Signaling Technology, USA 1:1000
GAPDH Sigma Aldrich 1:1000
B-actina Thermo Fisher Scientific 1:1000
FABP3 Santa Cruz Biotechnology, USA 1:1000
Enolasa Santa Cruz Biotechnology, USA 1:200
Fosfoglicerato kinasal  R&D systems, USA 1:200

Tabla 4. Anticuerpos y diluciones utilizadas.

La membrana se reveld utilizando el kit Immobilion Western Chemiluminescent
HRP Substrate (Merck Millipore, Alemania) en el sistema de revelado UVP EC3
Imaging System (UVP, USA).

Para cuantificar los niveles de proteina se densitometraron utilizando el programa

libre ImageF*’

11. Extraccion de ARN.

Para la extraccion de ARN se utiliz6 como tampoén de lisis el reactivo comercial
TRIzol® (Life Technologies, USA) seguido del sistema de microcentrifugaciones en
columna NucleoSpin kit® (Macherey-Nagel, Alemarif§).

El TRIzol® es una solucién monofasica de fenol e isocianato de guanidina que
durante la homogenizacion o lisis de la muestra mantiene la integridad del ARN, al
mismo tiempo que disuelve los componentes celulares. La adicion de cloroformo
seguida de centrifugacion separa la muestra en dos fases, una de ellas acuosa y la otra
organica. EI ARN permanece exclusivamente en la fase acuosa, que se recupera por
precipitacion con etanol. A continuacion utilizamos el sistema de microcentrifugaciones
de NucleoSpin® (Macherey-Nagel, Alemania). Este sistema representa una tecnologia

bien estabilizada para la purificaciéon del ARN. Este método combina las propiedades de
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unién selectivas de membranas basadas en gel de silice con microcentrifugaciones, de
forma que gracias a una solucién tampon especifica de alta concentracion salina permite
retener en la membrana hasta 100 pg de ARN de mas de 200 pares de bases. El etanol
proporciona las condiciones de union adecuadas del ARN a la columna, donde el ARN
total se une a la membrana y los contaminantes se eluyen de forma eficiente mediante
distintos lavados.

Para ello, se lavaron con PBS las células o tejido y se afiadié TRiz@incién de
la cantidad de tejido o tamafo del plato de cultivo (500-1000 ul). Se le afadio
cloroformo en proporcién TRIzol:cloroformo 5:1 y se centrifugé a 12000 g durante 15
minutos. Se recogi6 la fase acuosa y se repitid el proceso. A continuacion, se recogio la
fase acuosa y se mezclé con un volumen de etanol de 70°. A partir de este paso se
continué la extraccién utilizando las columnas del RN&adini kit siguiendo las
instrucciones del fabricante. La cuantificacion del ARN se realiz6 en el Nan®d-drop
ND-1.000 Spectrophotometérhermo Scientific, USA).

12. RT-PCR.

Para determinar la expresion génica de determinados genes de interés se utilizo la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR)
mediante los siguientes métodos:

-RT-PCR en un solo paso con SYB&reen: la reaccién de RT-PCR se realizé a

partir de 50 ng de ARN, cebadores OligodT (Agillent Technologies, USA) y el sistema
Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR Green QRT-PCR Master Mix (Agillent Technologies,
USA) en un Stratagene Mx3000P (Agillent Technologies, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante de acuerdo al siguiente patron térmico: 1 ciclo de 10
minutos a 50°C, 1 ciclo de 3 minutos a 95°C, 40 ciclos de 20 segundos a 95°C y 20
segundos a 60°C. Como control de ADN gendmico se realiza un punto sin
retrotranscriptasa, y como control negativo se realiza un punto sin ARN. Se utilizaron

los siguientes cebadores de interés a una concentracion de 500 nM (Costoya, Espafia):
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Pares de

Cebadores Secuencia GenBank
bases

Sentido:TGTGGAGTACTTGTCTTCCG
Antisentido:CAGCACGTTGCGGTAGCG
)Sentido:GCTGACCACTTACCGCAG
| Antisentido:GAAGCTCAAAGTCCGTTGGC
humano |Sentido:GATCATCAGCAATGCCTCCT
GAPDH | Antisentido:ATGGCATGGACTGTGGTCAT

humano TPC]

=

NM_001143819.2 175

humano TPCi NM_139075.3 190

NM_001256799.2 108

Tabla 5. Cebadores sintéticos utilizados para el método Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR® Green QRT-PCR
Master Mix (Agillent Technologies, USA).

-RT-PCR en dos pasos con SYBRBreen: partiendo de 1 pg ARN se sintetizd
ADNCc utilizando cebadores OligodT (SABiosciences, USA) y ef Rifst Strand Kit

(SABiosciences, USA) segun las instrucciones del fabricante en un Stratagene
Mx3000P (Agillent Technologies, USA) con un perfil térmico de 15 minutos a 42°C y 5
minutos a 95°C. La reaccién de RT-PCR se realizé con &IRR@l-Time™ SYBR
Green/Rox PCR master mix (SABiosciences, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante, en un Stratagene Mx3000P (Agillent Technologies, USA) con un perfil
térmico de 1 ciclo de 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 40 segundos
a 55°C y 30 segundos a 72°C. Se utilizaron los siguientes cebadores de interés a una

concentracion de 500 nM (SABiosciences):

Cebadores N° catalogo | Pares de base GenBank
humano TPC1| PPH08675A 86 NM_017901.4
humano TPC2 | PPH13927 124 NM_139075.3

humano GADPH PPHO00150E 175 NM_002046,3

Tabla 6. Cebadores comerciales utilizados para el métodd-R&t Strand Kit (SABiosciences, USA) y
RT? Real-TimeTM SYBR Green/Rox PCR master mix (SABioscences, USA)

-RT-PCR en dos pasos con Tagfiapartiendo de 1 pg ARN se sintetiz6 ADNc

utilizando cebadores OligodT (Roche Diagnostics, CH), hexdmeros aleatorios (Roche
Diagnostics, CH) y el Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche
Diagnostics, CH), segun las instrucciones del fabricante, en un Stratagene Mx3000P
(Agillent Technologies, USA) con un perfil térmico de 10 minutos a 25°C y 30 minutos

a 55°C. La reacciéon de RT-PCR se realiza con la FastStart Universal Probe Master
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(Roche Diagnostics, CH), siguiendo las instrucciones del fabricante, en un Stratagene
Mx3000P (Agillent Technologies, USA), con un perfil térmico de 1 ciclo de 10 minutos

a 95°C y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C. Se utilizaron los
siguientes cebadores de interés a una concentracion de 500 nM (Roche Diagnostics,
CH):

Cebadores| N° ensayo I;ares GenBank
ases

rata TPC1 50591 68 NM_139332
rata TPC2 505914 71 NM_00110756p
rata 18S 502300 78 X01117

raton TPC1 317112 70 NM_145853

ratbn TPC2 317114 78 NM_146206
raton 18S 307906 106 NR_003278

Tabla 7. Cebadores comerciales utilizados con el método Tagman (Roche Diagnostics, CH).

En los casos necesarios, se realizé un gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Safe
(Life Technologies, USA) para ver el producto de amplificacion, utilizando el UVP EC3

Imaging System (UVP, USA) como sistema de revelado.
13. Ensayo de captacion de acidos grasos: BODIRY

El ensayo de captacion de acidos grasos permite medir la capacidad celular para
incorporar 4cidos grasos de cadena larga. EI BOBIPXcrénimo de boro-
dipirometano, es un fluor6foro compuesto por el dipirometano unido a un atomo de
Boro, el cual esta sustituido por una unidad. B nombre de la IUPAC (Internacional
Union of Pure and Applied Chemistrgira el BODIPY es 4,4-Difluoro-4-bora-3a,4a-
diaza-s-indacene. Este fluor6foro es lipofilico, por lo que sondas que incorporen este
compuesto presentan propiedades similares a los lipidos naturales, permitiendo
mimetizar el transporte y metabolismo de acidos grasos en la célula.

Este ensayo se realiz6 en cultivo primario cardiomiocitos neonatales de rata
silenciados con siRNA control, siTPC1, siTPC2 y siTPC1/2. Tras 48 horas de
silenciamiento, las células se deprivaron de suero durante 2.5 horas, utilizando como

control positivo insulina a una concentracion de 100 nM. Terminado el tratamiento, se
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lavaron las células con PBS a temperatura ambiente y se afiadié BOBIBB10 G,

C,. (Life Technologies, USA) a una concentracion de 10 uM y seroalbimina bovina
libre de acidos grasos (BSA-FFA) a una concentracion de 20 uM en PBS durante 30
segundos, tiempo tras el cual, se lavé rapidamente con BSA-FFA al 0.1% en PBS frio
para eliminar el BODIPY que queda fuera de las células. Se afiadi6 tripsina-EDTA
durante 3-5 minutos a 37°C para recoger las células y se inactivo con PBS frio. Se
centrifugaron las células a 2000 g durante 5 minutos y se resuspembeeken

yoduro de propidio 1 uM en PBS para marcar y descartar las células muertas de la
determinacién de la incorporacién de BODfP'Be incubaron las células con el yoduro
durante 15 minutos en oscuridad y se midié la fluorescencia de la muestra mediante
citometria de flujo utilizando un FACScalibur (Becton & Dickinson, USA) y el
programa CellQuest (Becton & Dickinson, USA).

14. Ensayo de actividad mitocondrial: MTT.

El 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) es un
sistema simple, preciso y reproducible para medir la actividad de células vivas a través
de la actividad deshidrogenasa mitocondrial. EIl MTT es una sal que disuelta en medios
de cultivo sin rojo fenol o en soluciones tampon es de color amarillo. Las células vivas
son capaces de captar este compuesto del medio y metabolizarlo en las mitocondrias.
Las deshidrogenasas mitocondriales eliminan el anillo de tetrazolio, haciendo que el
compuesto cambie de color amarillo a purpura. Este cambio de color puede ser medido
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 550 nm, de forma que un aumento
en el numero de células vivas supone un aumento en la cantidad de MTT metabolizado
por las deshidrogenasas mitocondriales.

Se utilizé esta técnica para comprobar si el silenciamiento de los TPCs afectaba a la
actividad mitocondrial de los cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo. En primer
lugar, los cardiomiocitos fueron transfectados con siRNA control, siTPC1, siTPC2 o
SiTPC1/2. Tras 48 horas del tratamiento, se deprivaron de suero durante 6, 24 y 48
horas. Cuatro horas antes de finalizar el tratamiento se afiadid MTT (Life Technologies,
USA) a una concentracion de 0.5 pg/uL. Para estimar la cantidad de MTT metabolizado

se lisaron las células con un volumen de agente solubilizante (0.0837% de HCI al 37%
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en SDS al 10%) y se determiné la absorbancia a 550 nm tras 6-24 horas en el lector de
ELISA Multiskar’EX (Thermo Scientific, USA).

15. Microscopia electronica.

La microscopia electronica se realiz6 en ventriculos izquierdos de corazones de
ratones wt (n=3) y KO (n=3) para TPC1/2. Las muestras se fijaron y postfijaron en
2.5% de glutaraldehido y tetréxido de osmio en tampon cacodilato de sodio y 1% OsO
La inclusion se realizé en la resina epoxido de Spurr. Se realizaron cortes ultrafinos que
se tifieron con acetato de uranilo y citrato de plomo.

En este estudio, el tejido se define morfométricamente utilizando el analizador de
imagen MOP 20 (Carl Zeiss, Oberkochen, FRG) con una ampliacion constante para
cada muestra. Se establecid el area celular, el area de lisosomas, y el nimero total de

lisosomas de la célula sobre la base de 63 células examinadas.

16. Microscopia confocal.

Utilizamos la técnica de microscopia confocal para:

- Estudiar la posible movilizacion del transportador de glucosa GLUT-4 hacia la
membrana plasmética tras el silenciamiento de TPC1 en cultivo primario de
cardiomiocitos neonatales de rata.

- Determinar la acumulacion de p62 en cultivo primario de cardiomiocitos
neonatales de rata silenciados con siRNA control, siTPC1, siTPC2 y siTPC1/2.

Las células se sembraron en cubreojetos redondos de 12 mm de didametro,
previamente tratados con fibronectina.

Para determinar la acumulacion de la proteina adaptadora p62 y la movilizacion de
de GLUT-4 se realizaron tres lavados con PBS y se fijaron las muestras con
paraformaldehido al 4% (Thermo Scientific, USA) en PBS a temperatura ambiente
durante 20 minutos. Tras otros 3 lavados con PBS, se bloqued y permeabilizé la
membrana celular con un 2% de Triton X-100, 2% de Tween-20, 5% de suero de cabra
y un 0.2% de BSA (PBT-T) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los

anticuerpos primarios se diluyeron en PBT-T: anti-p62 (Novus Biologicals, USA) a una
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concentracion de 1:200 y anti-GLUT-4 (Thermo Scientific, USA) a una dilucién 1:200,

y se incubaron segun las instrucciones del fabricante. Se lavaron 3 veces las muestras
con PBS durante 20 minutos y se afiadio el anticuerpo secundario fluorescente en PBT-
T, utilizando donkey anti-rabbit 1IgG (H+L) Dy-Light 550 conjugated durante 45
minutos a 37°C en oscuridad. Se repitieron los lavados de PBS y se realizé una
incubacién con TO-PRO 3 (Life Technologies, USA) a una concentracién de 1:500 en
PBT-T durante 10 minutos en oscuridad. El TO-PRO 3 es un colorante fluorescente que
entra de forma pasiva en las células y se intercala entre el ADN de doble cadena
marcando asi los nucleos celulares. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos y se montaron
sobre portaobjetos FLEX IHC Microscope Slides (Dako, Agilent Technologies, USA)
utilizando Mowiol, que presenta el mismo indice de refraccion que el aceite de
inmersion y protege frente a la pérdida de fluorescencia de la muestra. Tras 12 horas a
4°C se analizaron las muestras utilizando el microscopio Leica DMIRE2 (Leica
Microsystems, Alemania). El andlisis y cuantificacion de las imagenes se realiz6 con el
programa libre Imagé¥ utilizando una proyeccién en Z y representando la
fluorescencia media.

Los controles de la técnica utilizados fueron los siguientes:

-Control de autofluorescencia de las células: se proceso solo con PBT-T

-Control de inespecificidad del anticuerpo secundario: se procesé con PBT-T sin
anticuerpo primario, y se le afiadid solo el anticuerpo secundario y el marcador de
nucleos TO-PRO3.

Para la cuantificacién de la movilizacion del transportador de glucosa GLUT-4, se
determinaron las regiones de interés de un tamafio fijo para cuantificar la fluorescencia
de las regiones citoplasmaticas perinucleares y las regiones citoplasmaticas periféricas
cercanas a la membrana plasmatica dentro de cada célula, seleccionando las células de
forma aleatoria dentro del campo visual y evitando cuantificar las células atipicamente
largas o demasiado pequefias, las células que no estén en contacto con al menos otra
célula o las células con bordes citoplasmaticos atipicos o no diferenciados de las células
vecinas. Las medidas de fluorescencia se representan como el cociente entre la region

citoplasmatica periférica y la region perinuclear.
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17. Ensayo de captacion de glucosa.

El ensayo de captacion de glucosa se realiza comunmente para medir el transporte y
la actividad metabdlica celular de la glucosa. Para ello se utiliza un analogo de la
glucosa, la 2-desoxi-D-glucosa, marcada con un radioisétopo, en nuestro caso de tritio
[*H]. La 2-desoxi-D-glucosa es un derivado de la glucosa que tiene el radical 2-
hidroxilo sustituido por un hidrégeno, por lo que no es capaz de entrar en la ruta de la
glucdlisis. De este modo, una vez que entra en la célula se fosforila y no puede ser
posteriormente metabolizada, por lo que permanece en el interior de las células, siendo
un buen método para cuantificar la incorporacion de glucosa por las mismas.

Se utilizé este ensayo para determinar si el silenciamiento mediante siRNA para
TPC1, TPC2 y TPC1/2 estimula la incorporacion de glucosa por parte de cardiomiocitos
neonatales de rata en cultivo. 48 horas postransfeccion, las células se deprivaron de
suero durante 2.5 horas, utilizando como control positivo insulina 100 nM durante 1
hora. Las células se lavaron con tampon salino HEPES (HBS: NaCl a 140 mM, KCl a 5
mM, MgSQ,a 2.5 mM, CaGla 1 mM y HEPES a 20 mM, ajustado a pH 7.4) y se
incubaron con 2-desoxi-D-glucosa 1 y 0.5 pCi/ml de 2-desoxi-BH-glucosa
(Perkin Elmer, USA) en HBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se lavaron las células con NaCl al 0.9% y se lisaron con 250 ul de NaOH
0.05 N. Se recogieron 50 pl para cuantificar la proteina por el método Bradford (se
utilizaron 20 pl), y el resto se transfirio a tubos especificos para contar la radiactividad
en un contador de centelleo liquido, afiadiendo a cada muestra 2 ml de liquido de
centelleo Ecoscint HINational Diagnostics, USA). La lectura se realizé en el contador
de centelleo liquido Tricafb(Perkin Elmer, USA), con un tiempo de lectura por
muestra de 5 minutos.

La captacion no especifica se determind afiadiendo a un punto sin tratamiento
citocalasina B (que inhibe la incorporacion de glucosa) a una concentracion de 10 uM.
Los valores obtenidos en este punto se restaron de todos los demas puntos de
tratamiento, considerandose ruido de fondo. Los valores de glucosa captada se expresan

en cpm/mg de proteina/minutos de exposicion con la glucosa marcada.
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18. Analisis estadistico.

-En el caso de muestras con distribucion normal, se aplico el test paramétrico t de
Student.

-En el estudio protedmico el programa de andlisis Progenesis Samespots utilizé el
estadistico 1-way Anova.

-En el caso de muestras que no siguen una distribuciéon normal, se utilizaron los test
no paramétricos U de Mann-Whitney para comparar entre grupos o el test de los rangos
con signo de Wilcoxon para estudiar incrementos con respecto al control.

-En el estudio de correlaciones bivariadas, se utilizé el coeficiente de correlacién no
paramétrico de Spearman (rho).

-Los datos se representaron como mediatSEM (error estandar de la media) o
mediana [rango intercuartilico], segun se indique.

-En todos los casos, se realizaron como minimo 3 experimentos y se consideraron

diferencias estadisticamente significativas si p<0.05.
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1. Estudio protedmico en corazon de ratones deficientes en TPCs.

1.1. Analisis proteémico en ventriculo de ratones KOvs. wt para TPC1
mediante la técnica 2-DE MALDI TOF/TOF.

Los corazones de los ratones wt (n=3) y KO para TPC1 (n=3) fueron diseccionados
en: auricula, ventriculo derecho y ventriculo izquierdo, utilizandose el ventriculo
izquierdo para nuestro estudio protedmico, que se llevé a cabo mediante geles 2-DE,
utilizando un pl entre 4-7 para la primera dimension y geles de poliacrilamida al 12%
para la segunda dimension. Los geles fueron tefiidos con Sypro Ruby y escaneados con
el Typhoon. A continuacion, se procedié al andlisis estadistico con el programa
Progenesis SameSpots, obteniéndose un gel representativo de las diferencias entre los
ventriculos (Figura 14) de ratones KO vs. wt para TPC1.

Los resultados que se exponen a continuacion corresponden al analisis de los geles
obtenidos en ratones macho KO y wt para TPC1. También se realizd el mismo estudio
en hembras, ya que nivel cardiaco se ha visto que existe un dimorfismo sexual (tanto en
ratones como en humanos), que se cree que se debe, en parte, a los distintos niveles de
estrogenos circulanté®’ Sin embargo, no conseguimos realizar el anélisis de imagen
comparativo entre wt y KO con el programa Progenesis Samespots debido a la
diversidad existente entre los distintos geles, lo que impidié el alineamiento de los
mismos.

En el ventriculo iquierdo de ratones v KO para TPC1 el programa SameSpots
reveld 1072spots 46 de ellos incrementados en ratonesusQwt y solo uno de ellos
como disminuido en ratones K@.wt (p<0.05 yfold change1.8). Losspotsde interés
se cortaron del gel y se procedié a su digestion triptica manual hasta, finalmente,
obtener la correspondiente identificacion de las proteinas de interés mediante MALDI
TOF/TOF. En el ventriculo izquierdo, todos ksotsexcepto 3 fueron identificados,
correspondiéndose con 29 proteinas Unicas (Tabla 8) y 17 de ellas aparecieron en mas
de un spot (Tabla 9).
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Figura 14. Gel virtual en dos dimensiones representa de las diferencias entre ventriculo izquierdo de

ratones wt y KO para TPC1. Tres ratones fueron seleccionados por grupo para realizar el correspondiente
analisis. Las proteinas expresadas diferencialmente entre ambas condiciones estdn numeradas. Las
proteinas se separan inicialmente segun su pl y después en geles de poliacrilamida al 12%. Los geles

fueron tefiidos con Sypro Ruby.
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Ndmero Cadigo Nombre Progenesis SameSpofs Teo6rico Experimental Puntuacionf Péptidog Covertu
mancha Uniprot proteina Fold change p PM pl PM pl Unicos secuenci
492 L 2.9 0.054 66 5.18 203 23 12%
MYH6_MOUSE miosina 6 223 | 5.57
825 2.1 0.06 52 54 522 23 12%
492 L 2.9 0.054 66 5.18 168 19 9%
MYH7_MOUSE miosina 7 222.9] 5.59
825 2.1 0.06 52 54 384 18 8%
1376 1.8 0.021 22 5.13 560 12 64%
1890 | MyL3 MOUSE miOSiIDa de gadera 25 0005 | 904 | 503/ 13 | 546 208 5 29%
— igera ’ )
2462 9 15 0.07 22 5.24 159 8 48%
2465 2.2 0.013 22 5.16 347 12 61%
492 subunded 1 dd 2.9 0.054 66 | 5.18 153 13 36%
complejo o
702 QCR1_MOUSE citocromo b-cl, 2.5 0.021 | 52.8 | 5.81| 57 5.26 143 13 33%
865 mit. 2.2 0.007 47 5.24 321 6 20%
proleine de
492 GRP75_MOUSE | choque térmico de 2.9 0.054 73.4 5.8 66 5.18 118 6 10%
70 Kda
663 2.6 0.046 59 6.18 162 10 33%
717 malato 2.2 0.003 56 | 6.2 259 1 43%
1107 MDHC_MOUSE | deshidrogenasa, 2.1 0.033 | 36.5 | 6.16] 37 6.28 334 12 40%
1113 cit. 1.9 0.013 36 | 6.16 627 15 50%
2354 15 0.07 37 5.48 172 8 24%
subunidad
663 DHSA_MOUSE succingig 2.6 0046 | 68| 631 59| 61 135 12 25%
deshidrogenasd
(ubiquinona), mit
667 1.8 0.034 59 5.13 137 3 9%
697 | ACTBL_MOUSE | beta actina 26 0023 | 42| 53 57 | 508 102 4 10%
781 2.3 0.025 53 5.08 103 2 6%
2405 1.7 0.014 45 5.49 91 4 14%
697 VIME_MOUSE vimentina 2.6 0.023 53. 5.4 51 5.p3 624 30| 629
702 subunidad b de Ia 25 0.021 57 5.26 136 12 25%
succinil-CoA
SUCB1_MOUSE ligasa formadord 50 6.57
2516 de ADP, mit 1.9 0.034 45 5.24 566 22 52%
741 2.4 0.013 55 5.17 484 19 52%
750 DESM_MOUSE desmina 2.1 0.006 | 53.36| 5.21| 54 5.14 1010 36 71%
1000 2.3 0.01 42 5.27 234 14 39%
781 2.3 0.025 53 5.11 869 25 74%
792 subunidad beta de 24 0.0032 53 | 5.07 939 24 71%
839 ATPB_MOUSE la ATP sintetasa 2 0.038 | 56.3 | 5.19| 50 5.05 307 15 44%
828 mit. 1.9 0.015 52 4.99 1040 24 71%
829 2 0.031 51 5.02 1160 24 71%
factor ecoplador 6
2028 ATP5J_MOUSE | de la ATP sintasg, 1.8 0.056 12.5] 9.34 9 5.9 151 6 52%
mit

(Continta en la pagina siguiente)
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Numero Cadigo Nombre Progenesis SameSpofs Teobricd Experimental| Puntuaciérfl Péptidog Covertura
mancha Uniprot proteina Fold change p PM pl PM pl Unicos secuencig
factor acoplador
2028 ATP5J_MOUSE | de la ATP sintasg, 1.8 0.056 12.5| 9.34 9 5.9 151 6 52%
mit
836 cadena B de la 1.8 0.058 50 | 5.48 110 1 37%
LDHB_MOUSE lactato 36.44| 5.7
867 ENOB_MOUSE beta-enolasa 1.9 0.04 449 €73 47 6.8 471L . 61%
867 ENOG_MOUSE gamma-enolasa 1.9 0.0¢# 47.16 4.99 n7 6.8 293 11 28%
964 1.9 0.004 44 5.23 505 16 42%
979 . ina 3. del 2.3 0.009 43 5.2 706 19 46%
roponina 3, de
980 TNNT2_MOUSE masculo cardiac 1.9 0.037 | 35.8 | 4.98| 43 5.16 755 20 47%
981 2.7 0.000544 43 5.26 145 10 28%
2404 1.9 0.03 44 5.49 147 7 23%
NADH
deshidrogenasal
1258 NDUS3_MOUSE| (ubiquinona) 2.1 0.05 30 | 5.67 29 5.43 286 9 34%
hierro-azufre 3
mit.|
NADH
deshidrogenasal
2462 NDUV2_MOUSE | (ubiquinona) 15 0.07 27.2 7 22 5.24 301 11 51%
flavoproteina 2
mit
1847 TTHY_MOUSE transtirretina 2.7 0.059 157 57 15 5/91 179 q 76%
1890 | FABPH_MoUsE | @ acid-binding ;o 0005 | 148| 611 13| 546 85 3 32%
protein 3
N - E 0,
2462 APOAL MOUSE apolipoproteina A 15 0.07 205 | 551 22 5.24 152 8 31%
2465 - 1 2.2 0.013 22 5.1€ 37E 16 44%
781 2.3 0.025 42.3 | 5.08 15E 25 29%
839 2 0.038 50 | 5.02 462 15 44%
886 2.1 0.06 46 | 5.33 132 8 26%
1072 actina alfa del 2.1 0.000209 38 | 5.28 429 12 42%
1078 ACTC_MOUSE | musculo cardiac 2.5 0019 | 42 | 5.23| 38 |s5.19 113 7 24%
2405 1 1.7 0.014 45 5.49 370 9 28%
981 2.7 0.000544 43 5.26 193 10 31%
667 1.8 0.034 59 5.13 624 14 54%
2516 1.9 0.034 45 [ 5.24 183 12 38%
actine gemma del
981 ACTH_MOUSE | musculo entéricq 2.7 0.000545 41.8| 5.3 43| 5.26 166 7 24%
liso
proteina de
683 CH60_MOUSE |choque térmicode 1.8 0.028 | 57.94 5.34 58 5.2p 1120 27 61%
60 Kda
a1 N B
IDH3A_MOUSE deshidrogenasd 36.68| 5.71 )
1000 (NAD) 2.3 0.01 45 5.27 210 8 30%
1089 piruvato 2.1 0.009 38 |[5.23 317 10 16%
1149 ODPB_MOUSE | deshidrogenasd 2.2 0.003 | 35.84| 5.29| 36 5.29 727 16 67%
1150 componente E1 1.9 0.014 36 | 521 503 15 60%
1270 PHB_MOUSE prohibitina 1.8 0.024] 29.82 5.%7 3B5.28 739 14 61%
Tabla 8. Proteinas identificadas como diferenciales en el andlisis 2-DE MALDI TOF/TOF en el

ventriculo izquierdo del corazén de ratones WOwt para TPC1. Se representa el nimero de mancha, el
cédigo UniProt, el nombre de la proteina,f@d change el p valor, el punto isoeléctrico, el peso
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molecular tanto teérico como observado, la puntuacion obtenida por MALDI TOF/TOF, los péptidos
Unicos encontrados y la cobertura de secuencia. mit., mitocondrial; cit., citoplasmatica.

Las proteinas reguladas diferentemente en el ventriculo izquierdo de ratomes KO
wt para TPCL1 se clasificaron de acuerdo con los criterios de las bases de datos NCBI,
Phanter y Uniprot en 6 grupos principales atendiendo a su funcion biolégica (Figura
15), observando que mas del 50% de las proteinas identificadas como alteradas estan

relacionadas con procesos metabdlicos a nivel cardiaco.

Transporte Otras
3% 304

Chapoeronas / Otras
7% 20

Glicolisis

Organizacio
g Rt 27%

delos
componentes .
celulares Metabolismo
lipidico

28%
13%

Contracci6 Cadenade Ciclo de Krebs
muscular transporte de 13%
7% electrones
40%

Figura 15. Diagrama que representa la clasificacion de las proteinas identificadas como diferenciales en
el ventriculo izquierdo de los ratones K® wt para TPC1, mediante 2-DE MALDI TOF/TOF segun la
funcion bioldgica en la que participan de acuerdo con las bases de datos NCBI, Phanter y UniProt.

Las estrategias protedmicas se han utilizado a lo largo de estos ultimos 10 afios para
incrementar el conocimiento de los mecanismos moleculares de los distintos sistemas
biologicos, asi como para la busqueda de nuevos biomarcadores de las distintas
enfermedadeS? La proteémica basada en geles, como la descrita en este apartado, ha
sido el método mas popular y versatil para la separacién y cuantificacion de proteinas,
sin embargo, la identificacion de proteinas con bajos niveles de expresion, bajo peso
molecular y extremadamente basicas es dificil debido a las limitaciones del sistema 2-
DE.*! En los dltimos afios, las nuevas aproximaciones protedmicas proponen partir de
mezclas proteicas complejas, digerirlas a péptidos y separarlas por cromatografia
liquida de fase reversa (LC) para ser posteriormente analizadas mediante espectrometria
de masas (MALDI-MS§#? La tecnologia LC-MALDI-MS posee una buena selectividad
y ademas es rapida y precisa, lo que la convierte en una buena herramienta bioanalitica.
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Esta tecnologia ya ha sido usada en la caracterizacion de condiciones clinicas como el
infarto de miocardit® o la diabete$>® y en la busqueda de biomarcadores para el
cancer>**® Esta tecnologia también presenta sus limitaciones: no muestra las
modificaciones postraduccionales y la potencial pérdida de péptidos, bien porque
gueden retenidos en la columna o bien porque, al ser poco abundantes, queden
enmascarados por otros de mayor abundaffciaor estos motivos, hemos utilizado
ambas técnicas de forma complementaria. Asi, para conocer la implicacion de TPC1 y
TPC2 en el metabolismo cardiaco, decidimos llevar a cabo un estudio cualitativo
mediante LC-MALDI-MS en ventriculo izquierdo de ratones machoy WO para

TPC1 y TPC1/2. En este segundo estudio, decidimos centrarnos en el ventriculo
izquierdo de los ratones macho, debido a las dificultades de trabajar con los ratones
hembra y, sobre todo, por el interés adicional que tiene el ventriculo izquierdo, al ser el

encargado principal del bombeo de sangre hacia el resto del org&tfismo.

1.2. Estudio del ventriculo izquierdo de ratones KOvs. wt para TPC1l y
TPC1/2 mediante LC-MALDI-MS.

Hallamos un total de 108 proteinas en el ventriculo izquierdo de ratones wt (n=3) y
KO (n=3) para TPC1 (Apéndice) mediante LC-MALDI-MS. Las proteinas encontradas
anicamente en los ventriculos izquierdos de los ratones KO para TPC1l (22) se
agruparon en diferentes categorias segun el proceso biolégico en el que participaban
(algunas proteinas estan clasificadas en mas de un grupo debido a que pueden tener un
papel importante en mas de un proceso), de acuerdo con los criterios de las bases de
datos NCBI, Phanter y UniProt (Tabla 9 y Figura 16). El hecho de que estas proteinas
sean identificadas Unicamente en el ventriculo izquierdo de ratones KO para TPC1 (y no
en los wt) no se debe a que estas no estén presentes en los wt, sino a que en los
ventriculos izquierdos de los ratones KO o bien sufren algun tipo de modificacion o

bien estan en mayor abundancia, lo que permite su identificacion.



Resultados|85

Proceso biol6gico Cddigo UniProt Nombre de la proteina
L ENOA_MOUSE alfa-enolasa
Glicélisis - -
PGK1_MOUSE fosfoglicerato kinasa 1
CPT2_MOUSE carnitina palmitoiltransferasa 2, mit.
Metabolismo - - —
lipidico ACSL1_MOUSE | acil CoA-ligasa de acidos grasos de cadena larga 1
ECHB_MOUSE subunidad beta de la proteina trifuncional, mit.
) ODO1_MOUSE 2-oxoglutarato deshidrogenasa, mit.
Ciclo de Krebs —— - -
DLDH_MOUSE dihidrolipoil deshidrogenasa, mit.
Procesos ATPO_MOUSE ATP sintasa subunidad O, mit.
metabolicos Cadenade |NDUS2_MOUSE | NADH deshidrogenasa (ubiquinona) hierro-azufre 2, mit.
transporte de  |NDUS1_MOUSE | NADH-ubiquinona oxidorreductasa 75 Kda
electrones ATPG_MOUSE subunidad gamma de la ATP sintasa, mit.
CO3_MOUSE complemento C3
MYH7_MOUSE miosina-7
Otras HIBCH_MOUSE 3-hidroxiisobutiril-CoA hidrolasa, mit.
CMC1_MOUSE proteina Aralar 1, mit.
CMC2_MOUSE proteina Aralar 2, mit.
Contraccién muscular MYPC3_MOUSE | miosina cardiaca proteina de union-C
MYH7_MOUSE miosina-7
ACTG_MOUSE actina 2 citoplasmatica

Organizacion de los componentd

MYPC3_MOUSE
celulares

TBB2C_MOUSE
TBA1C_MOUSE
MYH7_MOUSE
ACTG_MOUSE
Procesos regulatorios intracelulaf€303_MOUSE
TBB2C_MOUSE
TBA1C_MOUSE
MYH7_MOUSE
ACTG_MOUSE
TBB2C_MOUSE
TBA1C_MOUSE
Procesos del sistema inmune [CO3_MOUSE

miosina cardiaca proteina de unién-C
cadena beta 2C de la tubulina
cadena alfa 1C de la tubulina
miosina-7

actina 2 citoplasmatica
complemento C3

cadena beta 2C de la tubulina
cadena alfa 1C de la tubulina
miosina-7

actina 2 citoplasmatica
cadena beta 2C de la tubulina
cadena alfa 1C de la tubulina
complemento C3

Desarrollo

IMMT_MOUSE mitofilina
Homeostasis del calcio CMC1 _MOUSE proteina Aralar 1, mit.
CMC2_MOUSE proteina Aralar 2, mit.

Tabla 9. Proteinas identificadas en el ventriculo izquiedro de ratones KO para TPC1, ausentes en wt
mediante LC-MALDI-MS. Tres ratones fueron seleccionados por grupo para el correspondiente analisis.
Las proteinas estan clasificadas en funcion del proceso bioldgico en el que participan segun las bases de
datos NCBI, Phanter y UniProt. Se representa el cédigo UniProt y el nombre completo de cada una de las
proteinas. mit., mitocondrial.
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H tasi Procesos
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Figura 16. Diagrama que representa la clasificacién de las proteinas encontradas en el ventriculo
izquierdo de los ratones KO para TPC1 segun la funcién bioldgica en la que participan de acuerdo con las
bases de datos NCBI, Phanter y UniProt.

Identificamos una alteracion mayoritaria en proteinas relacionadas con el
metabolismo cardiaco en el ventriculo izquierdo de los ratones KO para TPC1,
mediante dos metodologias distintas: 2-DE MALDI TOF/TOF (con una alteracion del
52% de las proteinas, Figura 15) y LC-MALDI-MS (con una alteracion de un 37% de
las proteinas, Figura 16). El proceso biolégico que sufre el segundo mayor cambio, en
ambos casos, es la organizacion de los componentes celulares. Al comparar las
proteinas identificadas por ambos métodos, observamos que aproximadamente el 60%
(21) de ellas pueden considerarse comunes (Figura 17), entre ellas se encuentran
proteinas que intervienen en la glucdlisis, ciclo de Krebs, cadena de transporte de

electrones y proteinas estructurales.

Figura 17. Numero de proteinas identificadas mediante 2-DE MALDI TOF/TOF (granate), LC-MALDI-
MS (beis) y mediante ambos en el ventriculo izquierdo de ratones kK@ para TPC1 (camel).
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A continuacion, llevamos a cabo un analisis mediante LC-MALDI-MS en el
ventriculo izquierdo de los ratones KO (n=3) y wt (n=3) para TPC1/2 e identificamos
un total de 149 proteinas (Apéndice). Las proteinas encontradas Unicamente en los
ventriculos izquierdos de los ratones KO para TPC1/2 (43) se agruparon en diferentes
categorias segun el proceso biolégico en el que participaban (algunas proteinas estan
clasificadas en mas de un grupo debido a que pueden tener un papel importante en mas
de un proceso), de acuerdo con los criterios de las bases de datos NCBI, Phanter y
UniProt (Tabla 10 y Figura 18).

Proceso biol 6gi co Cddigo U niPrat Nombredelaproteina
Glicolisis ODPA_MOUSE piruvato deshidrogenasa subunidad alfa del componente E1
HYES_MOUSE hidrolasa epoxido 2
CPT1B_MOUSE carnitina palmitoyltransferasa 1
Metabolismo |ACSL1_MOUSE acil CoA-ligasa de acidos grasos de cadena larga 1
lipidico ECH1_MOUSE delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoil-CoA isomerasa, mit.
CACP_MOUSE carnitina acil-transferasa
APOA1_MOUSE apolipoproteina A-1
ODO2_MOUSE 2-oxoglutarato deshidrogenasa
Ciclo de Krebs| DLDH_MOUSE dihidrolipoil deshidrogenasa, mit.
Procesos IDH3G_MOUSE isocitrato deshidrogenasa (NAD) subunidad gamma, mit
metabolicos|  ~adena de | COX2_MOUSE subunidad 2 del citocromo C oxidasa
transporte de [UCRI_MOUSE subunidad de Rieske citocromo b-c1
electrones [NDUA4 MOUSE NADH deshidrogenase (ubiquinone) 1 alfa
EHD2_MOUSE proteina 2 con dominio EH
MPCP_MOUSE proteina transportadora de fosfato, mit.
M20OM_MOUSE intercambiador de 2-oxoglutarato/malato
Otros EF1A2_MOUSE factor de elongacion 1-alfa 2
TPIS_MOUSE triosafosfato isomerasa
ALDH2_MOUSE aldehido deshidrogenasa, mit.
AL4A1_MOUSE delta-1-pirrolina-5-carboxilato deshidrogenasa, mit
AT2A2_MOUSE ATPasa 2
AT1B1_MOUSE subunidad beta 1 de la ATPasa sodio/potasio
Contraccion muscular |TPM1_MOUSE tropomiosina alfa-1
TNNT2_MOUSE troponina T
ANXA6_MOUSE anexina A6
Organizacion de los ~ |ACTG_MOUSE actina 1 citoplasmatica
componentes celulares o | TPM1_MOUSE tropomiosina alfa-1
biogénesis VINC_MOUSE vinculina
TITIN_MOUSE titina
. PGS2 MOUSE decorina
Adhesién - -
VINC_MOUSE vinculina
FIBG_MOUSE cadena gamma del fibrin6geno

(Contintia en la pagina siguiente)
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Proceso biol 6gi co Cddigo U niPrat Nombredelaproteina
TITIN_MOUSE titina
COX2_MOUSE subunidad 2 del citocromo C oxidasa
PGS2_MOUSE decorina
BASI_MOUSE basigina
Procesos regulatorios |FABPH_MOUSE proteina de transporte de acidos grasos del corazon
intracelulares EHD2_MOUSE proteina 2 con dominio EH
CASQ2_MOUSE calsequestrina-2
TPM1_MOUSE tropomiosina alfa-1
VINC_MOUSE vinculina
FIBG_MOUSE cadena gamma del fibrin6geno
PGS2 _MOUSE decorina
ACTG_MOUSE actina 1 citoplasmatica
Desarrollo FABPH_MOUSE proteina de transporte de acidos grasos del corazén
MLRV_MOUSE cadena ligera de la miosina
TPM1_MOUSE tropomiosina alfa-1
VINC_MOUSE vinculina

Procesos del sistema inmu

HS90B_MOUSE

proteina de choque térmico HSP 90-beta

HSPB1_MOUSE

proteina de choque térmico beta-1

Regulacion biolégica

AT2A2_MOUSE

ATPasa 2 de calcio del reticulo endoplasmico

A1AT3_MOUSE

alfa-1-antitripsina 1-3

EHD2_MOUSE proteina 2 con dominio EH
EF1A2_MOUSE factor de elongacion 1-alfa 2
EHD2_MOUSE proteina 2 con dominio EH

B . MLRV_MOUSE cadena ligera de la miosina

Regulacion de multiples TPM1_MOUSE tropomiosina alfa-1
procesos =
TNNT2_MOUSE troponina T
HSPB1_MOUSE proteina de choque térmico beta-1
HS90B_MOUSE proteina de choque térmico HSP 90-beta
Chaperonas . —

HSPB1_MOUSE proteina de choque térmico beta-1
COQ9_MOUS proteina de biosintesis de ubiquinona COQ9, mit
TERA_MOUSE ATPasa transitoria del reticulo endoplasmico

Otras HBB1_MOUSE subunidad beta-1 de la hemoglobina
ES1_MOUSE proteina homologa ES1, mit

PRDX5_MOUSE

peroxirredoxina-5, mit

SMYD1_MOUSE

histona-lisina N-metiltransferasa Smyd1

Tabla 10. Proteinas identificadas en el ventriculo izquiero de ratones KO para TPC1/2, ausentes en wt
mediante LC-MALDI-MS. Tres ratones fueron seleccionados por grupo para el correspondiente analisis.
Las proteinas estan clasificadas en funcion del proceso bioldgico en el que participan segun las bases de
datos NCBI, Phanter y UniProt. Se representa tanto el cédigo UniProt como el nombre completo de cada
una de las proteinas.
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Figura 18. Diagrama que representa la clasificacion de las proteinas encontradas en el ventriculo
izquierdo de los ratones KO para TPC1 mediante LC-MALDI-MS segun la funcion bioldgica en la que
participan de acuerdo con las bases de datos NCBI, Phanter y UniProt.

En este estudio realizado en ventriculo izquierdo de ratonesys KWt para
TPC1/2, también se identificaron como procesos biolégicos alterados el metabolismo
cardiaco, la contraccion muscular o la organizacion de los componentes celulares. Sin
embargo, se identificaron ademas alteradas un significativo nimero de proteinas
relacionadas con otros procesos biolégicos, por lo que seran necesarios mas estudios
para determinar las diferencias existentes entre el ventriculo izquierdo de los ratones
KO para TPC1 y los KO para TPC1/2.

1.3. Validacion de los cambios en enolasa, fosfoglicerato kinasa 1 y FABP3
mediante western blot en el ventriculo izquierdo de los ratones wt y KO para
TPCL1.

La mayoria de las proteinas identificadas como alteradas en el ventriculo izquierdo
de los ratones KQrs. wt para TPC1 fueron clasificadas como reguladoras de los
procesos metabdlicos (bien mediante la técnica de 2-DE MALDI TOF/TOF o bien
mediante LC-MALDI-MS), lo cual nos llevé a comprobar si el metabolismo lipidico y
glucidico estaba alterado, para lo cual determinamos cambios en proteinas identificadas

como claves mediante western blot.



90| Resultados

Enolasa.

Siguiendo con el andlisis de los resultados obtenidos mediante 2-DE MALDI
TOF/TOF y LC-MALDI-MS, la mayoria de las proteinas identificadas como
incrementadas o alteradas en el ventriculo de ratonesv&Qwt para TPC1, se
clasificaron como enzimas relacionadas con el metabolismo, y especialmente
interesante resulto el hallazgo del incremento de enzimas implicadas en la glicolisis,
proceso clave en el metabolismo cardiaco.

Nuestra siguiente aproximacion fue la validacion de la enolasa, proteina
identificada mediante la técnica 2-DE MALDI TOF-TOF como incrementada de forma
estadisticamente significativeold changel1.9 y p<0.05) en el ventriculo izquierdo de
los ratones KQvs. wt para TPC1, e identificada Unicamente en el ventriculo izquierdo
de los ratones KO para TPC1, mediante LC-MALDI-MS.

Decidimos validar mediante western blot la enolasa porque, ademas de encontrase
modificada en los ratones KO para TPC1, y ademas ser una enzima que cataliza la
transformacion de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato durante la glicdlisis, también
juega un papel muy importante en otros procesos biolégicos/patologicos como la
miogénesi€’’ la regulacion de canales de potasio sensibles al ATP en cardiomiocitos
(lo que podria tener efectos cardioprotecti¥¥isy la enfermedad cardiovascular
isquémicd° e hipertréfice®

En primer lugar, y al igual que en el caso anterior llevamos a cabo un western blot
para determinar si existia una alteracion en los niveles proteicos de enolasa, sin
embargo, mediante esta técnica no conseguimos demostrar diferencias estadisticamente
significativas entre el ventriculo izquierdo de los ratones wt y KO para TPC1 (Figura
19).

Para determinar si el incremento observado mediante 2-DE MALDI TOF/TOF se
debia a una modificacion postraduccional de la enolasa, llevamos a cabo un western
blot en dos dimensiones en el ventriculo izquierdo de ratones wt y KO para TPC1,
observando 5 modificaciones postraduccionales de la misma proteina, en donde solo
una de ellas tiene un incremento estadisticamente significativo (p<0.01, n=3) (Figura
20).
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Figura 19. Los niveles proteicos de enolasa no estan modificados en ventriculo izquierdo de ratones wt y
KO para TPC1. Western blot y andlisis estadistico representativo. u.a., unidades arbitrarias.
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Figura 20. Una de las modificaciones postraduccionales de enolasa esta incrementada en el ventriculo
izquierdo de ratones K@s.wt para TPC1. Western blot en dos dimensiones representativo y analisis
estadistico de los niveles de las distintas modificaciones postraduccionales de enolasa en el ventriculo
izquierdo de ratones wt y KO para TPCL. 5% 0.01. u.a. unidades arbitrarias.
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Fosfoglicerato kinasa 1.

Otra de las proteinas identificadas Unicamente en los ratones KO para TPC1
mediante la técnica de LC-MALDI-MS que esta implicada en la glicélisis (ademas de la
enolasa, validada en el apartado anterior) fue la fosfoglicerato kinasa 1, que cataliza la
conversion del 1,3-difosfoglicerato a 3-fosfoglicer&toy que se ha sugerido ademas
podria tener un papel importante durante la contraccién caf8fadevamos a cabo un
western blot monodimensional en el cual no encontramos diferencias estadisticamente
significativas (Figura 21) y un western blot en dos dimensiones en el que observamos 4
modificaciones postraduccionales de la misma proteina, de las cuales solo una esta

incrementada (p<0.05, n=3) (Figura 22).

TPC1 wt TPC1 KO

WB: anti-PGK1 D G — G S—

WB: antl-GADPH —— D NI T S —

’tg 0.8

< 0.6]
<
o 0.4
o

© .21

©

Niveles proteicos

" WT TPC1KO

Figura 21. Los niveles proteicos de fosfoglicerato kinasa 1 (PGK1) no estan modificados en ventriculo
izquierdo de ratones wt y KO para TPC1. Western blot y analisis estadistico representativo. u.a., unidades
arbitrarias.
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Figura 22. Una de las modificaciones postraduccionales de PGK1 esta incrementada en el ventriculo
izquierdo de ratones K@s. wt para TPC1. Western blot en dos dimensiones representativo y analisis
estadistico de los niveles de las distintas modificaciones postraduccionales de PGK1 en el ventriculo
izquierdo de ratones wt y KO para TPC1p%,0.05. u.a. unidades arbitrarias.

FABP3.

Decidimos validar |datty acid binding proteifFABP3) por varios motivos: esta
involucrada en el transporte de acidos grasos que proceden del exterior lpara la
oxidacion que tiene lugar en la mitocondria, ayuda a la movilizacion de las reservas
intracelulares de los mismos, y tiene gran relevancia como biomarcador en medicina
cardiovascular, ya que sus niveles séricos son un marcador temprano de infarto agudo
de miocardio; ademas, permite la deteccion y la evaluacion del dafio cardiaco en
pacientes con insuficiencia cardigta.

El Unico spotdisminuido en el ventriculo iquierdo de los ratones \WOwt para
TPC1 (spot 1890), identificado mediante la técnica 2-DE MALDI TOF/TOF es una
mezcla de una proteina del citoesqueleto (cadena ligera de la miosina) y una proteina
del metabolismo lipidico, como fatty acid binding protein 3FABP3).

Para su validacion, en primer lugar, realizamos un western blot para determinar si
los niveles de FABP3 estaban alterados en ratones KO para TPC1 respecto a los wt.

Determinamos que existe un incremento estadisticamente significativo en los niveles
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totales de FABP3 en ventriculo izquierdo de ratonesvk@wt para TPC1 (p<0.05,
n=6) (Figura 23).

TPC1 wt TPC1 KO

WB: anti-FABP3 S —— S D —

WB: anti-GADPH

Incremento de FABP3
N

WT TPC1KO

Figura 23. Los niveles proteicos de FABP3 estan incrementados en ventriculo izquierdo de ratones KO
vs wt para TPC1l. Western blot representativo y analisis estadistico de los niveles de FABP3 en
ventriculo izquierdo de ratones wt y KO para TPCh<*0.05.

Para determinar si la disminucién observada en el spot 1890 (formado por una
mezcla de FABP3 y miosina) se debia a una modificacion postraduccional de FABP3,
llevamos a cabo un western blot en dos dimensiones en ventriculo izquierdo de ratones
wt y KO para TPC1, en donde se observan 3 spots (comprendidos en un pl entre 4.5y
5.5) para la proteina FABP3, uno de ellos con un incremento estadisticamente
significativo en el ventriculo izquierdo de los ratones ¥&Owt para TPC1 (p<0.05,
n=3) (Figura 24).

A la vista de los resultados anteriores, podemos concluir que la disminucion en el
spot 1890 observado mediante la técnica de 2-DE MALDI TOF/TOF no se debe a una
modificacion en los niveles de FABP3, y que quizas pueda deberse a un artefacto
producido porque en el misnmapot (1890) se identificaron dos proteinas distintas:
FABP3 y miosina. Sin embargo, hemos encontrado una modificacion postraduccional
en el ventriculo izquierdo de ratones K®. wt para TPC1 en una proteina (FABP3)

clave en el metabolismo de los acidos grasos a nivel cardiaco.
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Figura 24. Una de las modificaciones postraduccionales de FABP3 esta incrementada en el ventriculo
izquierdo de ratones K@s. wt para TPC1l. Western blot en dos dimensiones representativo y analisis
estadistico de los niveles de las distintas modificaciones postraduccionales de FABP3 en ventriculo
izquierdo de ratones wt y KO para TPC1p%,0.05. u.a. unidades arbitrarias.

Niveles de FABP3 (u.a.)

1.4. Efecto del silenciamiento de los TPCs mediante siRNA sobre la captacion

de glucosa por parte de cardiomiocitos en cultivo.

Nuestra siguiente aproximacion fue el silenciamiento mediante ARN interferente
(siRNA) de TPC1, TPC2 y TPCL1/i vitro en cultivo primario de cardiomiocitos
neonatales de rata. De esta forma, la transfeccion en cultivo primario de cardiomiocitos
neonatales de rata con un siRNA interferente para TPC1 induce un silenciamiento a
nivel de ARNm de un 68.7+2.7% para TPC1 (p<0.001, n=9), mientras que la expresion
a nivel de ARNm de TPC2 solo se ve reducida en un 26.4+18.2% (n.s., n=9). Por otro
lado, la transfeccién en cultivo primario de neonatos de rata con siTPC2 induce un
silenciamiento a nivel de ARNm de un 54.1+1.1% para TPC2 (p<0.01, n=9), mientras
gue la expresiéon a nivel de ARNm de TPC1 solo se ve reducida en un 10.2+9.9% (n.s.,
n=9) (Figura 25).
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Figura 25. Efecto del silenciamiento mediante siRNA en los niveles de TPCs en cultivo primario de
cardiomiocitos neonatales de rata. Las células fueron transfectadas con siRNA para TPC1, TPC2 y
TPC1/2 durante 48 horas, tras las cuales se determinaron los niveles de ARNm (izquierda) y proteina
(derecha). **p< 0.01; *** p< 0.001.

La mayoria de las proteinas reguladas diferencialmente en el ventriculo izquierdo
de los ratones KO para TPC1 y para TPC1/2 son enzimas claves en los procesos de
glicdlisis, del ciclo de Krebs o de la cadena respiratoria de electrones, lo que sugiere una
posible alteracion en el metabolismo de la glucosa en estos ratones. Por ello, decidimos
determinaiin vitro el efecto de la ausencia de los TPCs sobre la captacion de glucosa.
Asi, el silenciamiento de TPC1, TPC2 y TPC1/2 incrementa la captacién de 2-deoxi-D-
[3H]-glucosa en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata en un
36.1+10.4% con el siTPC1 (p<0.05, n=5), en un 51.3+20.0% con el siTPC2 (p<0.01,
n=5) y en un 52.6+17.3% con el siTPC1/2 (p<0.01, n=5), mientras que el tratamiento
con 100 nM de insulina (control positivo) durante 1 hora incrementa la captacion de 2-
deoxi-D-[3H]-glucosa en un 33.3+£7.2% (p<0.01, n=5) (Figura 26).
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Figura 26. Efecto del silenciamiento de TPC1, TPC2 y TPC1/2 en la captacién de 2-deoxi-D-[3H]-
glucosa en el cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata. Las células fueron transfectadas
durante 48 horas con los diferentes siRNAs para control, TPC1, TPC2 y TPC1/2 y a continuacién se
procedio al estudio de la captacién de 2-deoxi-D-[3H]-glucogz 6.05; **, p< 0.01.
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1.5. Efecto del silenciamiento de TPC1 mediante siRNA sobre la movilizacion

de GLUT-4 en cardiomiocitos en cultivo.

A la vista de los resultados anteriores, que muestran que los silenciamientos de
TPC1, TPC2 y TPC1/2 incrementan la captacion de 2-deoxi-D-[3H]-glucosa en cultivo
primario de cardiomiocitos neonatales de rata, decidimos determinar si el silenciamiento
de TPC1 también era capaz de movilizar al principal transportador de glucosa en el
corazén: GLUT-£°* Nos centrarnos en TPC1 ya que habiamos observado previamente
una alteracién en el metabolismo de la glucosa en el ventriculo izquierdo de los ratones
KO vs. wt para TPC1 mediante distintas aproximaciones proteémicas. Mediante la
técnica de microscopia confocal se estudio la movilizacién del transportador de glucosa
GLUT-4 (mediaztSEM) en cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo silenciados con
siTPC1 (n=108 células) desde la region citoplasméatica perinuclear hacia la periferia
celular (Figura 27). Se demostro que el silenciamiento de TPC1 en cultivo primario de
cardiomiocitos neonatales de rata induce la movilizacion de GLUT-4 desde la region
citoplasmatica perinuclear hacia la periferia celular (84.8+1.1%) con respecto al control
(73.9+1.1%; p<0.001, n=4) (Figura 27).
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Figura 27. Estudio por microscopia confocal de la translocacién del transportador de glucosa GLUT-4
hacia la periferia celular en cardiomiocitos neonatales de rata silenciados para TPC1. Microfotografias
(izquierda) y analisis estadistico (derecha) del cociente entre la fluorescencia correspondiente a GLUT-4
entre la periferia celular y las regiones citoplasmaticas perinucleares tras el silenciamiento con siTPC1.
***  p< 0.001.UAF, unidades arbitrarias de fluorescencia.

1.6. Efecto del silenciamiento de TPCs mediante siRNA sobre la captacion de

acidos grasos en cardiomiocitos en cultivo.

En apartados anteriores hemos visto un incremento en la captacion de 2-deoxi-D-
[3H]-glucosa en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata previamente
silenciados con siTPC1, siTPC2 y siTPC1/2, complementario a un incremento en
proteinas relacionadas con el metabolismo glucidico en el ventriculo izquierdo de
ratones KOvs. wt para TPC1 mediante la técnica 2-DE MALDI TOF/TOF. Con esta
tltima técnica, también hemos observado cambios en proteinas relacionadas con el
metabolismo lipidico en estos mismos ratones, como la que ocurria con FABP3. Como
un incremento en FABP3 puede influir en la captacion de acidos grasos del exterior
celular y/o en la movilizacién de &cidos grasos a nivel intracéfiilayestra siguiente
aproximacion fue el estudio del posible efecto del silenciamiento con siRNA de TPC1,
TPC2 y TPC1/2 en la captacion de acidos grasos en cultivo primario de cardiomiocitos

neonatales de rata.
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Asi, 48 horas postransfeccion las células se incubaron con &cido dodecanoico
marcado con Bodipy® durante 1 minuto, y se determind su incorporacion mediante
citometria de flujo. No se observaron cambios estadisticamente significativos en la

captacion de acidos grasos por parte de los cardiomiocitos (n=3) (Figura 28).
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Figura 28. Efecto del silenciamiento de TPC1, TPC2 y TPC1/2 en la captacion de acidos grasos en
cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata.

2. Estudio del papel de los TPCs en la regulacion de la autofagia

cardiomiocitaria.

Como hemos mencionado anteriormente, uno de los mayores inductores de la
autofagia es la deprivacion energétf€éa:® Por ello, en un primer lugar quisimos
determinar el efecto de la deprivacién energética sobre los niveles de los TPCs y de los

distintos marcadores autofagicos.

2.1. Efecto de la deprivacion energética sobre los niveles de los TPCs en

cardiomiocitos en cultivo.

La deprivacion de suero durante 12 y 24 horas induce un incremento
estadisticamente significativo en TPC1 a nivel de ARNm de un 170.2+40.4% y de un
146.0+£39.1%, respectivamente (p<0.01, n=5; Figura 29, Panel A) y de proteina de un
255.6192.2% y de un 359.2+121.8%, respectivamente (p<0.01, n=6; Figura 29, Panel
B), asi como de TPC2 a nivel de ARNm de un 121.6+25.3% y un 110.8£29.7%,
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respectivamente (p<0.01, n=5; Figura 29, Panel A) y de proteina de un 68.5+25.8% y de
un 106.3+40.3%, respectivamente (p<0.05, n=6; Figura 29, Panel B) en cultivo primario

de cardiomiocitos neonatales de rata.
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Figura 29. Los niveles de ARNm y proteina de los TPCs se incrementan durante la deprivacion de suero
en cardiomiocitos neonatales de ra@alncremento de los niveles de ARNm de TPC1y TPC2 tras 12 y

24 horas de deprivacion de sueB. Analisis estadistico (izquierda) y western blot representativo
(derecha) del incremento de los niveles proteicos de TPC1 y TPC2 tras 12 y 24 horas de deprivacion. *,
p< 0.05; **, p< 0.01.

Estos resultados fueron confirmados a nivel de proteina en la linea celular HL-1
(Figura 30). La deprivacion de suero durante 12 horas induce un incremento
estadisticamente significativo en los niveles proteicos de un 49.5+17.3% de TPC1
(p<0.05, n=7) y de un 67.6£25.8% de TPC2 (p<0.05, n=7) en células HL-1. Asimismo,
la deprivacion de suero durante 24 horas también induce un incremento
estadisticamente significativo en los niveles proteicos de TPC1 de un 111.5+48.1%
(p<0.01, n=7) y de TPC2 de un 95.7£29.7% (p<0.05, n=7) (Figura 30).
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Figura 30. Los niveles de proteina de los TPCs se incrementan durante la deprivacion energética de suero
en la linea celular HL-1. Andlisis estadistico (izquierda) y western blot representativo (derecha) del
incremento de los niveles proteicos de TPC1 y TPC2 tras 12 y 24 horas de deprivagidh05; **,

p< 0.01.

Paralelamente, estos resultados también fueron confirmados en cardiomiocitos
humanos procedentes del cultivo primario de apéndice atrial de pacientes sometidos a
cirugia cardiaca, observandose un incremento en los niveles de ARNm de un
34.3+14.5% de TPC1 (p<0.05, n=4) y de un 27.4+7.8% de TPC2 (p<0.05, n=4) (Figura
31).
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Figura 31. Los niveles de ARNm de los TPCs se incrementan después de 24 horas de deprivacion
energética en cardiomiocitos humanos procedentes del cultivo primario de apéndie atrial de pacientes. *,
p< 0.05.

Estas alteraciones en los niveles de TPCs inducidos por la deprivacion de suero

fueron concomitantes con alteraciones en diversas proteinas marcadoras de activacion
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autofagica en cardiomiocitos: incremento de pAMPK y AMPK, y disminucion de la
forma fosforilada de mTOR.

La deprivacion de suero durante 12 y 24 horas induce un incremento
estadisticamente significativo en los niveles de proteina de pAMPK de un 58.8+37.3%
y de un 46.3+14.7%, respectivamente (p<0.05, n=5) y de AMPK de un 23.7£7.9% y de
un 85.2+35.8%, respectivamente (p<0.01, n=5) en cultivo primario de cardiomiocitos
neonatales de rata (Figura 32).
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Figura 32. Los niveles proteicos de pAMPK y AMPK se incrementan después de 12 y 24 horas de
deprivacion en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata. Analisis estadistico (izquierda) y
western blot representativo (derecha) del incremento de pAMPK y AMPK tras 12 y 24 horas de
deprivacion. *p< 0.05; **, p< 0.01.

Estos resultados fueron confirmados en la linea celular HL-1. De esta forma, la
deprivacién de suero durante 12 y 24 horas induce un incremento estadisticamente
significativo en los niveles de pAMPK de un 65.1+22.4% y de un 72.4+£19.7%,
respectivamente (p<0.01, n=5) y de AMPK de un 74.1+27.5% y de un 138.6+41.1%,
respectivamente (p<0.01, n=5) en células HL-1 (Figura 33).

La deprivacibn de suero durante 12 y 24 horas induce una disminucion
estadisticamente significativa en los niveles de proteina de pmTOR de un 21.2+9.1%
(p<0.01, n=6) y de un 35.4+5.4% (p<0.01, n=5), respectivamente en cultivo primario de
cardiomiocitos neonatales de rata (Figura 34).
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Figura 33. Los niveles proteicos de pAMPK y AMPK incrementan después de 12 y 24 horas de
deprivacion en células HL-1. Andlisis estadistico (izquierda) y western blot representativo (derecha) del
incremento de pAMPK y AMPK tras 12 y 24 horas de deprivaciornp<1.01.
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Figura 34. Los niveles proteicos de pmTOR disminuyen después de 12 y 24 horas de deprivacion en
cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata. Analisis estadistico (izquierda) y western blot
representativo (derecha) de la disminucion de pmTOR tras 12 y 24 horas de deprivapi¥0.01,

Estos resultados fueron confirmados en la linea celular HL-1. De esta forma, la
deprivacién de suero durante 12 y 24 horas induce una disminucion estadisticamente
significativa en los niveles de proteina de pmTOR de un 54.2+21.1% (p<0.01, n=4) y de
un 71.6£12.1% (p<0.01, n=4), respectivamente en células HL-1 (Figrua 35).
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Figura 35. Los niveles proteicos de pmTOR disminuyen después de 12 y 24 horas de deprivacion en
células HL-1. Analisis estadistico (izquierda) y western blot representativo (derecha) de la disminucién de
pmTOR tras 12 y 24 horas de deprivacién.pg,0.01.

Ademas de la ruta de activacion anteriormente descrita, durante la induccion de la
autofagia, LC3I sufre un proceso de lipidacion covalente mediado por Atg7, por el cual
se le afade un resto fosfatidiletanolamina (PE), dando lugar a la forma conjugada LC3Il
que se asocia con el autofagosoma (y con el fagofralinque el peso molecular de
LC3II deberia ser mayor que el de LC3I por la adicion de este resto PE, esto no es asi
debido a que este proceso de lipidacion permite que LC3Il migre mas rpidamente
durante el western blot, apareciendo en un peso molecular inferior (MsKakDa a
la que aparece LC3I). El problema de LC3 como marcador de autofagia reside en que, a
pesar de que proporciona una lectura aproximada del niamero de autofagosomas a
determinados tiempos, no proporciona informacion sobre el flujo autofagico, ya que el
namero de autofagosomas puede estar incrementado por la induccién o por el bloqueo
de la autofagid®’ Por ello, para estudiar el flujo autofagico es importante determinar los
niveles de LC3Il en presencia y ausencia de inhibidores de la actividad lisosomal y/o
determinar los niveles de p62, que es una proteina adaptadora que se degrada durante el
proceso autofagict?**°Nuestros resultados muestran que existe un incremento de los
niveles de LC3INs. LC3I (p<0.05, n=4) y una disminucién de p62 en cultivo primario
de cardiomiocitos neonatales de rata y en la linea celular HL-1 tras 12 y 24 horas de
deprivacion de suero (Figura 36), lo que indica una induccion y progresion autofagica

durante la deprivacion de suero.
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Figura 36. Los niveles proteicos de LC3Il/I estan incrementados y los niveles de p62 estan disminuidos
en cardiomiocitos tras 12 y 24 horas de deprivadddrinalisis estadistico de los niveles proteicos de
LC3Il/l tras 12 y 24 horas de deprivacién en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales @ rata.
Western blot representativo del incremento de LC3II/I después de 12 y 24 horas de deprivacion en cultivo
primario de cardiomiocitos neonatales de r@taWestern blot representativo del incremento de LC3II/l y
disminucién de p62 después de 12 y 24 horas de deprivacion en células kk-0.05.

2.2. Efecto del silenciamiento de TPC1 y TPC2 sobre la viabilidad
cardiomiocitaria.

El silenciamiento de TPC1, TPC2 o ambos usando un ARN de interferencia
(siRNAs) no modifica la viabilidad celular tras 6, 24 y 48 horas (n=3) (Figura 37).
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Figura 37. Analisis estadistico de la actividad metabdlica mitocontrial en cardiomiocitos mediante el
ensayo MTT. Efecto del silenciamiento mediante siRNA de TPC1, TPC2 y TPC1/2 en la actividad
mitocondrial en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata. * vs. caatfD5.
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2.3. Efecto del silenciamiento de TPC1 y TPC2 en el progreso de la autofagia

en cardiomiocitos en cultivo.

Después de observar los resultados obtenidos en el apartado anterior (2.1.)
utilizaremos como modelo de induccion autofagica la deprivacién de suero durante 24
horas en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata previamente silenciados
con un siRNA control, siTPC1, siTPC2 y siTPC1/2, para determinar el posible papel
gue estos receptores tienen en la autofagia cardiomiocitaria. Al igual que en el apartado

anterior, utilizamos como marcadores autofagicos la combinacion de LC3 y p62.

2.3.1. Determinacion de LC3 en cardiomiocitos en cultivo.

En primer lugar determinamos los niveles de LC3 utilizando dos aproximaciones

complementarias:

Inmunocitofluorescencia en células transfectadasGfe-LC3.

Se ha utilizado LC3 marcada en su extremo N-terminal con GFP para monotorizar
la autofagia a través de microscopia de fluorescencia mediante la medida del
incremento en GFP-LCBunctaen las distintas condiciones. Mas concretamente, se ha
determinado el nimero daunctade GFP-LC3 en cada célula, ya que a nivel basal
también existe una autofagia constitutiva, lo que impide que el contaje se realice como
células que presentan o no autofdgta.

Los experimentos de autofagia se llevaron a cabo en cultivo primario de
cardiomiocitos neonatales de rata que fueron transfectados con un siRNA control,
SiTPC1, siTPC2 y siTPC1/2 y 24 horas mas tarde las células fueron infectadas con un
adenovirus que expresa GFP-LC3. Una vez transcurridas 24 horas de la infeccién los
cardiomiocitos se mantuvieron en condiciones basales o fueron deprivados de suero,
para finalmente ser examinados al microscopio confocal para determinar los niveles de
GFP-LC3puncta

En condiciones basales existe un incremento de GFPpu@&a en cultivo

primario de cardiomiocitos neonatales de rata transfectados con siRNA para TPC2
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(p<0.001, n=4) y para TPC1/2 (p<0.01, n=4), mientras qaadkdowrde TPC1 solo
induce un incremento estadisticamente significativo en pu@®ta durante la
deprivacion (p<0.05, n=4) (Figura 38).
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(Contintia en la pagina siguiente)
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(Contintia en la pagina siguiente)
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Figura 38. El silenciamiento de TPC2 y TPC1/2 induce un incremento en GFP-LC3 punta en cultivo
primario de cardiomiocitos neonatales de rata. Inmunocitofluorescencia (ver paginas 107 y 108) y analisis
estadistico demostrando que el silenciamiento de TPC2 y TPC1/2 induce un incremento en GFP-LC3
punctaen condiciones basales, mientras que el silenciamiento de TPCL1 solo incrementa GitiRdt&3
después de la deprivacion.vs control basalf, vs.siTPC1.**, p< 0.01;***, p < 0.001;", p< 0.05.

Western blot de LC3.

Para monotorizar la autofagia también es importante determinar mediante western
blot el ratio entre LC3l y LC3Il (forma lipidada). De esta forma, el silenciamiento de
TPC2 y TPC1/2 en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata induce un
incremento estadisticamente significativo en el ratio proteico LC3Il/l en condiciones
basales (p<0.01, n=5 en ambos casos). Sin embargo, el silenciamiento de TPC1 solo
induce un incremento en el ratio proteico LC3II/I tras 24 horas de deprivaciéon (p<0.05,
n=5) al igual que ocurre en el control (p<0.01, n=5) (Figura 39).

Para determinar el flujo autofagico mediante western blot podemos determinar los
niveles de LC3II en presencia y ausencia de inhibidores de la actividad lis6S0Emal.
nuestro caso, utilizamos como inhibidor la bafilomicina Al, que inhibe la bomba de
protones V-ATPasa del lisosoma y, por lo tanto, neutraliza el pH lisosomal, con lo que
finalmente inhibe la actividad lisosomaf.Por ello, determinamos los niveles de LC3
en presencia y ausencia de bafilomicina Al utilizando dos aproximaciones

complementarias:
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Figura 39. El silenciamiento de TPC2 y TPC1/2 induce un incremento en LC3Il/l en cultivo primario de
cardiomiocitos neonatales de rata. Western blot representativo y analisis estadistico que confirman que el
silenciamiento de TPC2 y TPC1/2 induce un incremento en LC3Il/I en condiciones basales, mientras que

el silenciamiento de TPC1 solo incrementa LC3II/l en deprivaciévs.tontrol basal’, vs.siTPC1. **,
p< 0.01.

Western blot de LC3 en presencia y ausencia deohatéina Al.

Asi, el tratamiento con bafilomicina A1 en condiciones tanto basales como de
deprivacién energética induce un incremento en los niveles de LC3Il (p<0.01, n=6), que
es parcialmente (en el caso del silenciamiento de TPC1, p<0.05, n=6) o totalmente (en
el caso del silenciamiento de TPC2, no significativo, n=6) revertido por el
silenciamiento de los TPCs (Figura 40).
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Figura 40. El silenciamiento de los TPCs afecta al flujo autofagico en cultivo primario de cardiomiocitos
neonatales de rata. Western blot representativo y analisis estadistico demostrando que el silenciamiento
de TPC2 disminuye el flujo autofagico, medido mediante el tratamiento con bafilomicina Al, en
cardiomiocitos neonatales de rata, tanto en condiciones basales como de deprivacion energética; mientras
que el silenciamiento de TPC1 en cardiomiocitos neonatales de rata muestra una tendencia en la misma
direccién. *,vs.control basal’, vs.siTPC1. * p< 0.05; **, p< 0.01; *** p< 0.001; n.s., no significativo.

Inmunocitofluorescencia _en células transfectadas @eR-LC3 en presencia y

ausencia de bafilomicina A1l.

Los resultados anteriores fueron confirmados mediante la determinacion de GFP-
LC3 puncta en presencia y ausencia de bafilomicina Al. De esta forma, el tratamiento
con bafilomicina Al de cardiomiocitos neonatales de rata silenciados con TPC2 no
incrementa de forma estadisticamente significativa el numero de GFRL@3a
respecto al silenciamiento solo (Figura 41).
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GFP-LC3 DAPI GFP-LC3+DAPI

SiTPC2 Control+baf Control

SiITPC2+baf

(ContinlGia en la pagina siguiente)
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Figura 41. El silenciamiento de los TPC2 afecta al flujo autofagico en cultivo primario de cardiomiocitos
neonatales de rata. Inmunocitofluorescencia (ver pagina 112) y analisis estadistico demostrando que el
silenciamiento de TPC2 disminuye el flujo autofagico, medido mediante el tratamiento con bafilomicina
Al, en cardiomiocitos neonatales de rata en condiciones ba%&lgs< 0.001. n.s., no significativo.

2.3.2. Determinacién de p62 en cardiomiocitos en cultivo.

Determinamos mediante inmunocitofluorescencia y western blot los niveles del
adaptador p62, que se encuentra disminuido cuando se activa el flujo autofagico, al
degradarse por esta Wa*° El silenciamiento de TPC2 y TPC1/2 induce un
incremento en los niveles proteicos de p62 en condiciones basales (p<0.01 y p<0.05,
respectivamente) en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata. Ademas, el
silenciamiento de TPC1 (p<0.05, n=5), TPC2 (p<0.05, n=5) y TPC1/2 (p<0.05, n=5)
induce un incremento en los niveles de p62 (respecto al descenso del control) tras la

deprivacion durante 24 horas (Figura 42).
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Figura 42. El silenciamiento de TPC2 y TPC1/2 induce un incremento en p62 en cultivo primario de
cardiomiocitos neonatales de rata. Western blot representativo y analisis estadistico que confirman que el
silenciamiento de TPC2 y TPC1/2 induce un incremento en p62 en condiciones basales, mientras que el
silenciamiento de TPC1 solo incrementa p62 en deprivacias tontrol basaf, vscontrol deprivado.

*, p< 0.05; **, p< 0.01;", p< 0.05.

Paralelamente, mediante inmunocitofluorescencia, se determinaron los niveles de
p62 en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata tras el silenciamiento
mediante siRNA control, siTPC1, siTPC2 y siTPC1/2, tanto en condiciones basales
como de deprivacion de suero durante 24 horas, observandose (al igual que mediante
western blot) un incremento en p62 durante el silenciamiento de TPC2 y TPC1/2 en
condiciones basales, y de TPC1, TPC2 y TPC1/2 tras la deprivacion de suero. En
condiciones basales, también se observa una tendencia en el incremento de p62 tras el

silenciamiento de TPC1 (Figura 43).
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Figura 43. El silenciamiento de TPC2 y TPC1/2 induce un incremento en p62 en cultivo primario de
cariomiocitos neonatales de rata. Inmunofluorescencia que confirma que el silenciamiento de TPC2 y
TPC1/2 induce un incremento en p62 en condiciones basales, mientras que el silenciamiento de TPC1
solo incrementa p62 en deprivacion.

Estos resultados ponen de manifiesto que durante el silenciamiento de TPC1, TPC2
y TPC1/2 en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata existe un bloqueo
(bien sea parcial o total) de la autofagia que se muestra por los niveles de LC3 (medidos

tanto por western blot como por inmunocitofluorescencia, con y sin tratamiento con
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bafilomicina) y por p62 (medido tanto por inmunocitofluorescencia como por western
blot).

2.3.3. Microscopia electronica en ventriculo izquierdo de ratones KO vs. wt para
TPC1/2.

Realizamos estudios de microscopia electronica en tejido cardiaco de ventriculo
izquierdo de ratones wt (n=3) y KO (n=3) para TPC1/2 para determinar la morfologia
lisosomal. Tras el andlisis de 63 células, se observd un incremento en el nUmero de
lisosomas (3.9 lisosomas/1000 um envat23.2 lisosomas/1000um) y un descenso en

el diametro de los mismos (p<0.05) (Figura 44).

(Continta en la pagina siguiente)
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Figura 44. Incremento del nimero y descenso del didmetro lisosomal en el ventriculo izquierdo cardiaco
de ratones TPC1/2 K@s wt. A. Imagenes representativas de microscopia electrénica mostrando un
incremento del numero y una disminucion del diametro lisosomal en ratones. WOpara TPC1/2 (ver
pagina 116).B. Distribucién del ndmero vs. diametro lisosomal (izquierda) y andlisis estadistico del
namero de lisosomas (derecha) en los ratangsKO para TPC1/2, p< 0.05.

4. Regulacion de los niveles de expresion cardiaca de TPC1y TPC2

en ratas por el ayuno y la dieta.

4.1. Ayuno.

En tejido cardiaco de ratas alimentadas con dieta normal durante 18 semanas y
posteriormente sometidas a ayuno durante 36 horas, se observa un incremento
estadisticamente significativo en los niveles de ARNm de TPC2 (p<0.05, n=6) sin
observarse cambios estadisticamente significativos en los niveles de ARNm de TPC1
(Figura 45).

Para confirmar este incremento durante el ayuno en los niveles de TPC2,
realizamos western blot y observamos que existe un incremento significativamente
estadistico en los niveles proteicos de TPC2 en tejido cardiaco de ratas sometidas a
ayuno, respecto a lasl libitum(p<0.01, n=6) (Figura 46).

Determinamos en paralelo los niveles de LC3, sin observarse cambios

estadisticamente significativos en los niveles de LC3II/I (Figura 47).
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Figura 45. Niveles de expresion de ARNm de TPC1 y TPC2 en tejido cardiaco de ratas alimadtadas
libitum o en ayuno durante 36 horas. Existe un incremento estadisticamente significativo en los niveles de
TPC2 en ratas sometidas a ayuno durante 36 hdtgss 9.01.
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Figura 46. Niveles de expresidn proteica de TPC2 en tejido cardiaco de ratas alimedtéiddsmo en

ayuno durante 36 horas. Andlisis estadistico (izquierda) y western blot representativo (derecha) del
incremento de los niveles proteicos de TPC2 en ratas sometidas a ayuno durante 36 horas, respecto de las
ad libitum *, p< 0.01.
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Figura 47. Western blot representativo de los niveles de proteina de LC3I, LC3II en tejido cardiaco de
ratas alimentadaad libitumo en ayuno durante 36 horas.
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4.2. Dieta.

En ratas alimentadas con dieta alta en grasa durante 18 semanas se demostré que no
existe un incremento estadisticamente significativo de los niveles de expresion de
ARNmM de TPC1 y TPC2 en tejido cardiaco con respecto a las alimentadas con dieta
estandar (n=9) (Figura 48). Por otro lado, tampoco se observan cambios

estadisticamente significativos en los niveles de LC3II/l y p62 (Figura 49).
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Figura 48. Influencia de la dieta en los niveles de ARNm de TPC1 y TPC2 en tejido cardiaco de rata
(n=9).
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Figura 49. Western blot representativo de los niveles de proteina de LC3Il, LC3Il y p62 en tejido cardiaco
de ratas alimentadas con dieta estandar y dieta alta en grasa.
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5. Estudio de los niveles de expresion génica y proteica de TPC1l y

TPC2 en tejido cardiaco humano.

5.1. Estudio de los niveles de expresion de TPC1 y TPC2 en auricula cardiaca

de pacientes sometidos a cirugia cardiaca.

Las muestras de auricula cardiaca humana se obtuvieron de pacientes procedentes
del Servicio de Cardiologia/Cirugia Cardiaca de la Xerencia de Xestion Integrada de
Santiago de Compostela, sometidos a cirugia cardiachypasscardiopulmonar. Se
determinaron los niveles de ARNm de TPC1 y TPC2 en 199 hombres y 100 mujeres
(con las caracteristicas clinicas que aparecen en la tabla 1). Se demostro que los niveles
de expresion auriculares cardiacos de TPC1 y TPC2 son mayores en mujeres que en los
hombres, tanto a nivel de ARNm (p<0.001) como de proteina (p<0.05 y p<0.01,
respectivamente) (Figura 50).
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Figura 50. Influencia del sexo en los niveles de TPCs en auriculas cardiacas de patidntemento

en los niveles de ARNm en mujeres. hombres de TPCL1 (izquierda) y TPC2 (derecha) en auricula
cardiaca de pacientes sometidos a cirugia cardiBacAnalisis estadistico (izquierda) y western blot
representativo (derecha) del incremento en mujesefiombres de los niveles proteicos de TPC1 y
TPC2. *,p< 0.05; **, p< 0.01; ***, p< 0.001.
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Regulacion de los niveles de expresion cardiaca de TPC1 y TPC2 en ratas por el
género.

Complementariamente estudiamos la influencia del sexo sobre los niveles de
expresion de TPC1 y TPC2 en auricula de ratas observando que existe un incremento
estadisticamente significativo en los niveles de ARNm de TPC1 y TPC2 en hembras
machos a las 8 semanas de edad (ratas jovenes en edad fértil) (p<0.05, n=10) (Figura
51).
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Figura 51. Los niveles de expresion de ARNm de TPC1y TPC2 en auriculas de rata estan incrementados
en las hembras respecto a los machos de 8 semanas de pddll05, u.a., unidades arbitrarias.

Para confirmar el dimorfismo sexual a 8 semanas, realizamos western blot y
observamos que existe un incremento estadisticamente significativo en los niveles
proteicos de TPC1 y TPC2 en la auricula cardiaca de ratas hermbmaachos de 8
semanas de edad (p<0.05, n=7) (Figura 52).
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Figura 52. Los niveles proteicos de TPC1 y TPC2 estan incrementados en auricula cardiaca de ratas de
hembras/s. machos de 8 semanas de edad. Analisis estadistico (izquierda) y western blot representativo
(derecha) del incremento de los niveles proteicos de TPC1 y TPC2 en auricula de ratarfienamtazo,

ambos de 8 semanas de eda@<*0.05. u.a., unidades arbitrarias.
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Niveles cardiacos de marcadores de autofagia en funcion del género.

Estudios previos han puesto de manifiesto el dimorfismo sexual de marcadores
autofagicos como LC3 y p62 de forma constitutiva en muasculo esquelético y médula
6sea® En concordancia con estas observaciones, hemos demostrado que también los
niveles proteicos de LC3I (p<0.01, n=7), LC3Il (p<0.01, n=7) y p62 (p<0.05, n=7), pero
no el ratio LC3II/I estan estadisticamente disminuidos en la auricula cardiaca de ratas

hembras respecto a los machos (Figura 53).
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Figura 53. Dimorfismo sexual en marcadores autofagicos en auricula cardiaca de ratas de 8 semanas de
edad. Western blot representativg § analisis estadistic®] de los niveles de proteina de LC3lIl, LC3I

y p62 en auricula cardiaca de ratas de 8 semanas de egad015; **, p< 0.01. u.a., unidades
arbitrarias.
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Paralelamente, existe una correlacion entre los niveles de ARNm de TPC1 y TPC2
y los niveles proteicos de p62 (p<0.001y p<0.001, respectivamente, n=23 ) en auricula
cardiaca de ratas macho y hembra (Figura 54).
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Figura 54. Correlacion negativa entre los niveles proteicos de p62 y los niveles de ARNm de TPC1 y
TPC2 en auricula de ratas (n=23). u.a. unidades arbitraridbo de Spearman.

Efecto de las hormonas sexuales sobre los niveld&cas de los TPCs.

Estudiamos si los niveles de expresion de los TPCs estaban influenciados por las
hormonas sexuales. Para ello se utiliz6 un modelo de ratas de 8 semanas de edad a las
que se les practicdé una ovariectomia o una gonadectomia, segun procediese, se
mantuvieron durante 1 semana y, a continuacion, a un grupo de ellas se les practicd un
reemplazo con estrogenos o testosterona, respectivamente, durante 3 dias. No se
observa ninguna diferencia estadisticamente significativa en los niveles de ARNm de
TPC1y TPC2 en auricula de corazon entre los distintos grupos (n=9) con los tiempos y

dosis de tratamiento empleados (Figura 55).
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Figura 55. Influencia de la ovariectomia y gonadectomia y posterior reemplazo hormonal en los niveles
de expresion de ARNm de TPC1 y TPC2 en auriculas de ratas de 8 semanas de edad. C, control; O,
ovariectomia; O+E, ovariectomia+estrogenos; G, gonadectomia; G+T, gonadectomia+testosterona.

5.2. Estudio de los niveles de expresion de TPC1 y TPC2 en ventriculos de

pacientes sometidos a transplante cardiaco.

Se obtuvieron muestras de ventriculo izquierdo a partir de corazones explantados
de 16 pacientes con cardiomiopatia isquémica (ISQ) y 20 pacientes con cardiomiopatia
dilatada (DIL), todos no diabéticos y en la fase final de la insuficiencia cardiaca,
sometidos a trasplante de corazon. Como controles se utilizaron 6 donantes no enfermos
en parada cardioplégica durante 2.5 horas, descartados para trasplante debido a
incompatibilidad sanguinea o de tamafo. En los pacientes con insuficiencia cardiaca
(dentro de este grupo incluimos a los pacientes con cardiomiopatia isquémica y dilatada,
ya que ambos estan en la fase final de la enfermedad) existe un incremento a nivel de
ARNmM de TPC1 (p<0.05, n=36) y TPC2 (p<0.01, n=36) respecto al grupo control
(Figura 56, Panel A). Separando a los pacientes segun patologia, en los pacientes con



Resultados|125

cardiomiopatia isquémica existe un incremento de expresion de TPC2 a nivel de ARNm
(p<0.01, n=16) y proteina (p<0.05, n=8) respecto al grupo control (n=6); mientras que
en los pacientes con cardiomiopatia dilatada existe un incremento de expresion de TPC1
a nivel de ARNm (p<0.05, n=20) y proteina (p<0.01, n=13) y un incremento de
expresion de TPC2 a nivel de ARNm (p<0.01, n=20) y proteina (p<0.05, n=6), respecto
al grupo control (n=6) (Figura 56).
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Figura 56. Incremento de los niveles de TPCs en ventriculo izquierdo de pacientes con cardiomiopatia
isquémica, dilatada e insuficiencia cardiaca (en su conjultdhcremento en los niveles de ARNm de

TPC1 en cardiomiopatia dilatada y de TPC2 en cardiomiopatia isquémica y diRtadaalisis
estadistico (izquierda) y western blot representativo (derecha) de los cambios en los niveles proteicos de
los TPCs en cardiomiopatia isquémica y dilatadp<0.05; **, p< 0.01. u.a., unidades arbitrarias.
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Los TPCs fueron descritos por primera vez por Calcraft ¥ eol.el afio 2009
como canales de calcio activados por NAADP. Se describieron tres diferentes subtipos:
TPC1, TPC2 y TPC3.TPC1 y TPC3 se encuentran predominantemente en las
membranas endosomales, mientras que TPC2 se encuentra generalmente en los
lisosomas, por lo que colectivamente se conocen por su distribucién endolisbsomal.
Nuestro trabajo se centra en el estudio de TPC1 y TPC2, ya que ambos subtipos estan
presentes en las tres especies objeto de estudio: humano, rata’y ratén.

Wang y col’® en el afio 2012 y Cang y cdf.en el afio 2013 revolucionaron la
concepcion que habia hasta la fecha sobre el posible papel de los TPCs como receptores
de calcio activados por NAADP, al demostrar que los TPCs eran canales de sodio
activados por PI(3,5)P A pesar de estas discrepancias, se ha postulado que ambas
hipétesis pueden ser compatibtéya que los TPCs podrian funcionar como canales de
sodio y/o calcid®® y la activacion a través del NAADP podria no ser directa, sino que
podria necesitar de proteinas auxilidrés.

A pesar de que desde su descubrimiento se ha trabajado ampliamente en intentar
comprender su biologia, no existe ningun estudio sobre su posible papel en el sistema
cardiovascular. Los trabajos de Ishibrashi y col. (2Q@alcraft. y col. (2008)y Zong
y col. (2009¥", describen la expresién de los TPCs mediante northern blot en tejido
cardiaco, sin embargo no estudian sus funciones a nivel cardiomiocitario.

Estudios previos han puesto de manifiesto la presencia de enzimas ADP-ribosil
ciclasas (capaces de sintetizar NAADP) en preparaciones de membranas érétacas
y, ademas, se ha visto que estas enzimas pueden incrementar su actividad a través de la
estimulacién de los receptores beta-adrenérgicos, lo que a su vez daria lugar a un
incremento de NAADP?® Este NAADP es capaz de aumentar la amplitud y frecuencia
de las corrientes de calcio en los cardiomio€ifas por otro lado, el PI(3,5)Rambién
es capaz de regular la concentracién de calcio en los cardiomiocitos, al activar uno de
los mayores movilizadores de calcio a nivel intracelular: el receptor de riadddina.

Independientemente de que los TPCs puedan funcionar como canales de sodio y/o
calcio®® ambos iones son claves para el mantenimiento de un correcto funcionamiento
cardiacd®® La mobilizacién de calcio no solo gobierna los eventos contréctiles (como
la sistole y la didstole) sino que sus concentraciones intracelulares estan estrechamente

acopladas con las concentraciones intracelulares de sodio, por lo que cualquier
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perturbacion en estos iones da lugar a alteraciones electrofisioldgicas y metabdlicas a
nivel cardiacd?’ Por lo tanto, a nivel cardiovascular, el descubrimiento de los TPCs
como receptores endolisosomales abrié un nuevo campo de investigacion debido a las
probables implicaciones de estos receptores sobre el control de las funciones basicas de
las células cardiacas, que se caracterizan por ser células muy especializadas y
diferenciadas.

En este trabajo de tesis presentamos una aproximacion traslacional para el estudio
de los niveles de expresion de los TPCs en condiciones fisioldgicas y patoldgicas en
humano, rata y ratdbn. También estudiamos el efecto de su ausencia en relacion a
procesos autofagicos y metabdlicos. Nuestro estudio es el primero en relacionar los
TPCs y el sistema endolisosomal con la regulacion del metabolismo y la autofagia

cardiomiocitaria.

1. Estudio comparativo del proteoma cardiaco en ratones wild type
(wt) y knockout (KO) para TPC1y TPC1/2.

Dada la fuerte complejidad interfuncional y estructural que define las actividades
contractiles del ventriculo izquierdo, ventriculo derecho y auricula, esta claro que las
alteraciones patoldgicas de una sola camara del corazon, inevitablemente influirdn en
todo el 6rgané>® El ventriculo izquierdo tiene, sin embargo, un papel de especial
relevancia en el sistema cardiocirculatdrivpor ello, nuestro estudio comparativo del
proteoma cardiaco en ratones K. wt para TPCl se llevd a cabo en este
compartimento.

Llevamos a cabo un estudio protedmico diferencial en ventriculo izquierdo de
ratones hembras K@s wt para TPC1, sin embargo, no conseguimos una buena
reproducibilidad entre los distintos geles, con lo que fue imposible realizar el analisis
estadistico, ya que los geles no se pudieron alinear correctamente con el programa
Progenesis Samespots. Nuestra hipétesis es que estos problemas podrian deberse a la
diversidad en el ciclo ovulativo entre las distintas hembras tanto wt como KO para
TPCL1. De hecho, a nivel cardiaco existe ademas un dimorfismo sexual entre machos y
hembras, tanto en ratones como en humanos, que se cree que se debe, en parte, a los

distintos niveles de estrégenos circulantes, que se unirian a receptores especificos
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cardiacos y podrian ser capaces de modular ciertas funéldmes. ello, en nuestro
estudio tratamos de investigar las alteraciones proteicas diferenciales mediante 2-DE
MALDI TOF/TOF en el ventriculo izquierdo de ratones machousQwt para TPC1 y
paralelamente, mediante LC-MALDI-MS identificamos y comparamos las proteinas
identificadas en el ventriculo izquierdo de ratones macho/&@t para TPC1 y KO
vs wt para TPC1/2.

Nuestra primera aproximacion mediante 2-DE MALDI TOF/TOF en ratones KO
vs wt para TPCL1 presenta la limitacion de que utilizamos geles al 12% con un rango de
pl comprendido entre 4 y 7, con lo que no identificamos proteinas con un bajo peso
molecular, ni proteinas muy acidas o muy basicas, ni aquellas proteinas con bajos
niveles de expresion (debido a que no es posible visualizarlas con las tinciones
disponibles) lo que significa que nuestro estudio esta focalizado en un rango muy
concreto de proteinas. Sin embargo, esta aproximacién proteémica presenta la ventaja
de ser un método versatil de separacion y cuantificacién de préteinass permite la
visualizacion de diferentes isoformas 0 modificaciones postraduccionales de una misma
proteina®®® Ademas, como método complementario, hemos utilizado la cromatografia
liguida en fase reversa (LC) acoplada a espectrometria de masas (MALDI-MS) ya que
posee buena selectividad y es rapida y precisa, con lo que nos permite identificar
proteinas de todos los rangos de pH y de peso molecular. Sin embargo, también
presenta sus limitaciones: no muestra las modificaciones postraduccionales, existe una
potencial pérdida de péptidos (bien porque pueden quedar retenidos en la columna o
bien porque al ser poco abundantes, queden enmascarados por aquellos mas
abundante$}? y, ademas, la mayor limitacién de esta técnica en nuestro estudio es que
la hemos realizamos de forma cualitativa y no cuantitativa debido a la falta de
disponibilidad de tejido, ya que para cuantificar es necesario marcar isotopicamente
determinados residuos aminoacidicos de proteinas a nivel tisular. A pesar de ello, la
realizacion de ambas técnicas (2-DE MALDI TOF/TOF, técnica cuantitativa y LC-
MALDI-MS, técnica cualitativa) en el ventriculo izquierdo de ratonesusQwt para
TPC1 y la complementariedad de los datos nos permitio reforzar y validar nuestros

resultados.
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Figura 57. Representacion esquematica de las proteinas relacionadas con el metabolismo cardiaco que se
encuentran alteradas en el ventriculo izquierdo de ratonegsk@ para TPC1. Con el numero 1 se
representan las proteinas identificadas como alteradas en el ventriculo izquierdo de ratepewtKO

para TPC1 mediante la técnica 2-DE MALDI TOF/TOF. Con el nimero 2 se representan las proteinas
identificadas en el ventriculo izquierdo de ratones KO para TPC1 (no identificadas en los ratones wt)
mediante la técnica de LC-MALDI-MS. AGCL, acidos grasos de cadena larga; CPT1, carnitina
palmitoeiltransferasa 1; CPT2, carnitina palmitoiltransferasa 2; FABRY, acid binding protein2;
FABPpm,fatty acid binding proteime la membrana plasmética.
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Las proteinas identificadas en los distintos estudios protedmicos han sido
clasificadas utilizando el programa de andlisis Phanter y las bases de datos Uniprot y
NCBI. Con las diferentes aproximaciones (2-DE MALDI TOF/TOF, LC-MALDI,
western blot, western blot en dos dimensiones), hemos validado una serie de
alteraciones en rutas relacionadas con el metabolismo cardiaco en el ventriculo
izquierdo de ratones KO vs. wt para TPC1, que se muestran esquematicamnete en la

Figura 57.
1.1. Alteraciones en el metabolismo cardiaco y/o cardiomiocitario.

1.1.1. Alteraciones en proteinas implicadas en el metabolismo de la glucosa.

Mediante la técnica de 2-DE MALDI TOF/TOF y LC-MALDI-MS, identificamos
proteinas alteradas de la ruta de la glicdlisis (alfa-enolasa, beta-enolasa, gamma-enolasa,
piruvato deshidrogenasa componente E2, cadena B de la lactato deshidrogenasa y la
fosfoglicerato kinasa 1) en el ventriculo izquierdo de ratonesv&K@t para TPC1
(Tabla8y9).

Para validar estos resultados, en primer lugar llevamos a cabo un western blot para
determinar los niveles de la enolasa, no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas entre el ventriculo izquierdo de ratonesysQvt para TPC1 (Figura 19).

Para determinar si este incremento se debia a una modificaciébn postraduccional,
llevamos a cabo un western blot en dos dimensiones en el ventriculo izquierdo de estos
mismos ratones y observamos la existencia de 5 modificaciones postraduccionales de la
enolasa, en donde solo una de ellas se encontraba incrementada (Figura 20). El patron
de modificaciones postraduccionales encontradas en nuestro estudio es muy similar al
de dos estudios realizados anteriormente, uno de ellos estudia la modulacion de las
modificaciones postraduccionales de la enolasa causadas por el virus del Hepgle,

otro describe mediante un andlisis proteémico las células pancreéticas difttes.

este dltimo estudio, la espectrometria de masas revelaba 6 spots diferentes
correspondientes a la fosforilacion de serina, la acetilacion de lisina y la metilacion de
un residuo de acido glutamico y de una asparagina de la alfa erfdl@sas estudios
postulan la existencia de otras modificaciones de la enolasa como la fosforilacion en

tirosing ! y treonind’?, la carbamilaciéfi®, la nitracion en tirosirfd*, la adicién de un
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grupo glutatién en cistatiff y la adicién de un grupo malonil en listi&en diferentes

tejidos y modelos experimentales. La alteracibn de una de las modificaciones
postraduccionales de la enolasa observada en nuestro estudio en el ventriculo izquierdo
de ratones KQrs.wt para TPC1 resulta muy interesante, sin embargo, requiere de una
investigaciéon en mayor profundidad para determinar su implicacion a nivel funcional,
ya que son muy pocos los estudios que relacionan cada una de las modificaciones
postraduccionales con una funcion especifica de la proteina y, a nivel cardiaco, son
incluso menos: Unicamente se ha visto que la nitracion en tirosina de la alfa enolasa
podria dar lugar a un dafio de la glicdlisis a nivel cardiaco en ratones con cardiomiopatia
diabética?’’ mientras que se ha observado un incremento en los niveles totales de alfa
enolasa en respuesta a distintos estimulos hipertréficos como el ej&toicita
hipertensiért,*?®lo que sugiere un papel muy importante de la oxidacién de la glucosa
en el remodelado del ventriculo izquierdo. El tejido cardiaco, ademas de la isoforma
alfa, también contiene la beta y la forma intermedia (la gamma), asociandose una
reduccion de la beta enolasa en relacion a la alfa con cambios energéticos beneficiosos
durante la hipertrofia cardiaé¥. Ademas, se observaron altos niveles de beta enolasa
después de un ejercicio de resistencia, con lo que se consideré un marcador sérico de
dafio muscular inducido por el ejerciéfb.

En segundo lugar, decidimos validar mediante western blot la proteina
fosfoglicerato kinasa 1 (PGK1), otra de las enzimas que patrticipa en la glucolisis al
catalizar la conversién del 1,3-difosfoglicerato a 3-fosfogliceéfatoDebemos
mencionar que esta proteina no pudo ser identificada mediante 2-DE MALDI TOF/TOF
debido a su pl, que es de 8, ya que nuestros geles en dos dimensiones cubren un rango
de pl entre 4-7. Al igual que hicimos con la enolasa, en primer lugar llevamos a cabo un
western blot para determinar los niveles totales de PGK1, sin observar diferencias
estadisticamente significativas entre el ventriculo izquierdo de ratones.Kd para
TPC1 (Figura 21). Sin embargo, mediante western blot en dos dimensiones observamos
4 isoformas de la PGK1, encontrandose una de ellas incrementada de forma
estadisticamente significativa en los ratones KO para TPCL1 respecto de los wt (Figura
22). Estudios previos ya han postulado la existencia de diversas fosforil&ignes
modificaciones postraduccionales de PGRt®* de hecho, en un estudio previo

realizado con células madre embrionarias diferenciadas a cardiomiocitos, se ha



Discusion]|135

observado un incremento estadisticamente significativo en determinadas modificaciones
postraduccionales de PGKR%.No se conoce el significado biolégico de estos cambios

en PGK1 pero si se ha demostrado que el promotor de PGK1 estda muy activo en las
areas donde se produce la contraccion cardfacan lo que podria existir una estrecha
relacion entre PGK1 y la contractibilidad cardiomiocitaria.

Por lo tanto, nuestros resultados obtenidos con respecto a la enolasa y PGK1,
ilustran la intrincada regulacion a nivel postraduccional de las enzimas glicoliticas y
ponen de manifiesto los nuevos retos a los que nos enfrentamos al intentar conocer la
regulacion energética a nivel cardiaco.

Paralelamente, en ratones KO para TPC1/2 identificamos mediante LC-MALDI-
MS alteraciones en proteinas relacionadas con la glicélisis como en el componente E1
de la piruvato deshidrogenasa (Tabla 10).

Para conocer si los TPCs ademéas de regular la glicolisis, tenian un papel en la
captacion de glucosa, determinamos la captacion de gluaosetro” en cultivo
primario de cardiomiocitos neonatales de rata silenciados con siRNA control, siTPC1,
SiTPC2 y siTPC1/2, observando un incremento en la captacion de 2-deoxy-D-glucosa
en aquellas células silenciadas con siTPC1, siTPC2 y siTPC1/2 (Figura 26). Ademas,
mediante microscopia confocal observamos un incremento en la movilizacion del
transportador de glucosa GLUT-4 (principal transportador de glucosa en el é8Yaz6n
desde la region citoplasmatica perinuclear hacia la periferia celular en cardiomiocitos
neonatales de rata previamente silenciados con TPC1, respecto al control (Figura 27).
Para su translocacion, GLUT-4 necesita 1) a proteinas que participen en su
empaguetamiento en las membranas endosomales, 2) al citoesqueleto (a través de cual
se desplazan las vesiculas que lo contienen), y 3) a los endosomas de reciclaje que
intervienen en su propio almacenamiefitoAsimismo, se ha visto que el pH
endosomal podria afectar a la regulacién de GLEFTy4 a su vez, este pH podria estar
en parte regulado a través de TP&lpor lo que podemos hipotetizar que el
silenciamiento de TPC1 podria afectar al pH endosomal y, en consecuencia, regular el
transporte de GLUT-4 a la membrana plasmatica.

Estos resultadosn vitro apoyan las alteraciones anteriormente encontrados
mediante las distintas técnicas protedmicas sobre el posible papel de los TPCs como

reguladores de la glicdlisis, y la captacion de glucosa.
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El corazén adulto normal necesita grandes cantidades de energia para mantener su
funcién contractil, siendo los acidos grasos su principal sustrato energético, al
proporcionar el 70% del ATB? sin embargo, el corazén es altamente flexible y puede
utilizar otros sustratos como los hidratos de carbono, los lipidos, los aminoacidos y los
cuerpos cetbénicos para la generaciéon de ATP, dependiendo del contexto en el que se
encuentre; esta capacidad se conoce con el nombre de flexibilidad metabdlica del
coraz6r’®’ Cuando el corazén esta sometido a una elevada carga de trabajo, su sustrato
energético preferente son los hidratos de carB%nose ha demostrado en otros tejidos
musculares que una glicélisis acelerada puede, a su vez, estimular ain mas la captacion
de glucos&®® Nuestros resultados son los primeros en mostrar una alteracién en el
metabolismo de las enzimas del metabolismo energético cardiaco y en la captacion de
glucosa producida por la ausencia de los TPCs, nuevos canales idnicos voltaje
dependiente que pueden actuar como canales de calcio y/d%odio.

Estudios previos han sugerido una asociacion entre la actividad de los canales
ionicos y el metabolismo de la glucosa en cardiomiocitos: un estudio demostré que las
enzimas glicoliticas (enolasa y fosfoglicerato kinasa incluidas) se asociaban con
vesiculas del reticulo endoplasmico en musculo cardiaco, y que el ATP generado
mediante la actividad de dichas enzimas participaba en el funcionamiento de la bomba
Ca&*-ATPasa del reticulo endoplasmic8.encargada de la transferencia de calcio desde
el citosol al lumen del reticulo sarcoplasmico durante la relajacion cardiaca, ejerciendo
por tanto estas enzimas un papel clave en la regulacién del calcio cardiomibtitario;
ademas, la inhibicién de una enzima clave en el metabolismo de la glucosa (la glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa) puede reducir la actividad de los canales iGnicos de calcio de
tipo L;**?y la translocacion de GLUT-4 hacia la membrana plasmatica para la captacion
de glucosa por cardiomicitos necesita del inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y de su
correspondiente receptor, encargado de liberar calcio del reticulo sarcoplasfifco.

En la actualidad, no se conoce como los TPCs podrian regular el metabolismo de la
glucosa, ya sea actuando como canales de calcio, como canales de sodio 0 como ambos,
0 Si su ausencia podria afectar a la actividad de otros canales como mecanismo
compensatorio. Sin embargo, con este trabajo hemos demostrado que la ausencia de los
mismos induce una alteracion tanto en el metabolismo como en la captacién de la

glucosa a nivel cardiomiocitario. De acuerdo con nuestros resultados, se ha visto que la



Discusion]|137

deficiencia de otro canal de calcio como es el TRPM2 (receptor de potencial transitorio
de cationes, subfamilia M, miembro 2) mejora la sensibilidad a la insulina en ratones
obesos (obesidad inducida por la dieta) al disminuir los niveles de calmodulina (a través
de la regulacion de la sefializacién calcio/calmodulina), lo que produce un incremento

en el metabolismo de la glucosa en 6rganos como el misculo esquelético y éatdiaco.

1.1.2. Alteraciones en proteinas implicadas en el metabolismo de los acidos

grasos.

Mediante la técnica de 2-DE MALDI TOF/TOF identificamos como proteinas
alteradas del metabolismo lipidico la apolipoproteina A1 y FABP3 en el ventriculo
izquierdo de ratones K@s.wt para TPC1 (Tabla 8 y 9). Debido a que la FABP3 es un
marcador de dafio miocéardico sérico (al ser rapidamente liberado a la circéiagion)
juega un papel clave como transportador intracelular de acidos grasos, en la seleccion
de sustratos energéticos y en la regulacién de la homeostasis mefdbdkcidimos
validar este resultado mediante western blot. Nuestros resultados indicaron que existia
un incremento estadisticamente significativo en los niveles totales de FABP3 en el
ventriculo izquierdo de ratones K@. wt para TPC1 (Figura 23) y mediante western
blot en dos dimensiones, observamos tres spots diferentes, uno de ellos estadisticamente
incrementado en el ventriculo izquierdo de los ratones&K@t (Figura 24), con lo que
hemos encontrado una modificacién en una proteina (FABP3) clave en el metabolismo
de los acidos grasos a nivel cardiomiocitario. EI hecho de que hayamos detectado 3
spots diferentes puede deberse a que FABP3 puede fosforilarse en distintos residuos

(http://www.phosphosite.org/proteinAction.do?id=4958&wAIISites=tru¢  aunque

todavia no se conoce como cada una de estas fosforilaciones podria afectar a la funcion
de FABP3.

Nuestra observacion de un incremento en FABP3 en el ventriculo izquierdo de
ratones KOvs. wt para TPC1, paralela a un incremento en la captacion de glucosa y
movilizacion del transportador de glucosa GLUT-4 en cultivo primario de
cardiomiocitos neonateles de rata previamente silenciados con TPC1, es concordante
con otro estudio en el que se describe en otro modelo experimental esta misma relacion:
Kusudo y col. (201778 observaron que en miotubos C2C12 un aumento de FABP3

incrementaba la utilizacion de acidos grasos al estimular la activacion de AMPK y/o
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AKT, lo que facilitaria la fosforilacion de AS160 y consiguientemente incrementaria
también la captacion de glucosa, lo que hipotetizaron que contribuiria a mejorar el
estado hiperglucémico durante la obesidad.

FABP3 esta involucrado en el transporte de acidasaogrque proceden tanto del
exterior como de las reservas intraceluldfgor lo que decidimos determinsr la
captacion de acidos grasos en experimeimostro se encontraba alterada. Para ello,
estudiamo®l posible efecto del silenciamiento con siRNA pEPL1, TPC2 y TPC1/2
en la captacion de acidos grasos en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de
rata. Sin embargo, no observamos cambios estadisticamente significativos entre las
distintas condiciones de tratamiento (Figura 28). Podemos hipotetizar que la ausencia de
TPCs conduce no solo a un incremento en la captacion y utilizacion de la glucosa (como
hemos visto anteriormente) sino también a la utilizacion de los depdsitos intracelulares
de acidos grasos.

Mediante la técnica de LC-MALDI-MS en el ventriculo izquierdo de ratones KO
vs. wt para TPCL1 identificamos 3 proteinas relacionadas con el metabolismo lipidico
(carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2), acil CoA-ligasa de acidos grasos de cadena
larga 1 y la subunidad beta de la proteina trifuncional) (Tabla 9), mientras que en el
ventriculo izquierdo de los ratones K®.wt para TPC1/2 se identificaron 6 (hidrolasa
epoxido 2, carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1), acil CoA-ligasa de &cidos grasos de
cadena larga 1, delta(3,5)-delta(2,4)-dienoil-CoA isomerasa, carnitina O-
acetiltransferasa, apolipoproteina Al) (Tabla 6). Algunas de estas enzimas estan
implicadas directamente en el catabolismo de los lipidos, especificamente CPT1 y
CPT2, de esta forma, la entrada a la mitocondria de los acidos grasos es regulada a
través de CPT1, (identificada en los ratones KO para TPC1/2) que se encarga de la
conversion de acil-CoA de cadena larga en acilcarnitina de cadena larga®{AGh3
vez en la matriz mitocondrial, la ACL es convertida de nuevo a acil-CoA de cadena
larga a través de CPT2 (identificada en ratones KO para TPC1), una enzima de 70 KDa
localizada en la membrana interna de la mitocorftigin embargo, serian necesarios
mas estudios para determinar el papel exacto que tendrian CPT1, CPT2 y el resto de las
enzimas identificadas en ausencia de los TPCs.

Todos estos resultados sugieren que los TPCs también podrian tener un papel en la

regulacion del metabolismo lipidico a nivel cardiaco. Recientemente, un estudio mostré
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gue los ratones KO respecto a los wt para TPC1/2 desarrollan obesidad madura de
inicio entre los 6 y los 9 meses de edad debido a la menor disponibilidad y utilizacion
de lipidos a nivel sistémicd® lo que plantea el posible papel de los TPCs en el manejo
lipidico, pero en este caso no a nivel cardiaco, sino a nivel sistémico. No podemos decir
con certeza cdmo ni por qué la ausencia de los TPCs parece activar rutas de catabolismo
lipidico y movilizacion de depdsitos grasos, pero se ha visto en células cardiacas que los
depositos lipidicos contienen calcio, lo cual podria tener efectos beneficiosos al
controlar niveles excesivamente elevados de calcio citosélicos en determinadas
condiciones patolégicas (como la isquemia/reperfusiéon), lo que sugiere una intrincada
regulacién entre la movilizacién de &cidos grasos y de calcio a nivel cardiovdStular.

1.1.3. Alteraciones en proteinas relacionadas con el ciclo de Krebs y la cadena de

transporte de electrones.

Mediante la técnica de 2-DE MALDI TOF/TOF y LC-MALDI-MS, identificamos
proteinas alteradas implicadas en el ciclo de Krebs (TCA) (malato deshidrogenasa,
subunidad de la isocitrato deshidrogenasa, subunidad b de la succinil-CoA ligasa
formadora de ADP, subunidad succinato deshidrogenasa (ubiquinona), 2-oxoglutarato
deshidrogena y dihidrolipoil deshidrogenasa) y en la cadena de transporte de electrones
(subunidad 1 del complejo citocromo b-cl, subunidad beta de la ATP sintasa
mitocondrial, factor acoplador 6 de la ATP sintasa, NADH deshidrogenasa hierro-
azufre 3, NADH deshidrogenasa flavoproteina 2, ATP sintasa subunidad 0, NADH
deshidrogenasa, NADH ubiquinona oxidorreductasa y subunidad gamma de la ATP
sintasa) en el ventriculo izquierdo de ratones ¥Owt para TPC1 (Tabla 8 y 9).
Mediante LC-MALDI-MS en el ventriculo izquierdo de ratones ¥wt para TPC1/2,
también se identificaron proteinas relacionadas con el TCA (2-oxoglutarato
deshidrogenasa, dihidrolipoil deshidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa subunidad
gamma) y con la cadena de transporte de electrones (subunidad 2 del citocromo C
oxidasa, subunidad de Rieske citocromo b-c1 y NADH deshidrogenasa 1 alfa) (Tabla
10).

Todos estos resultados sugieren la posible participacion de los TPCs en la

regulacion de la sintesis de ATP a nivel cardiaco, objetivo final comun del metabolismo
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de la glucosa y de los acidos gra¥8sasta el momento, solo hay un estudio, el de
Cang y col. en el afio 201% que relaciona los niveles de ATP con la funcién de los
TPCs en células HEK293. Este estudio mostré que, en condiciones basales, mTOR se
encuentra asociado con los TPCs y/o sus proteinas adyacentes para mantener al canal en
un estado cerrado, sin embargo, cuando existe una disminucion en los niveles de ATP,
MTOR se disocia de los TPCs y se redistribuye al citosol, permitiendo su apertura y la
liberacién de sodio y otros iones desde el lumen del lisosoma al c¢itbssita
despolarizacion podria afectar al reciclado y obtencién de nutrientes a través de la via
autofagica>' De esta forma, el ATP parece tener un papel clave como regulador de los
TPCs, sin embargo, serian necesarios mas estudios para comprender con mayor
exactitud la desregulacion de las proteinas claves en la sintesis de ATP por la ausencia
de los TPCs.

1.2. Alteraciones en proteinas que regulan la contraccion muscular y la

organizacion de los componentes celulares.

Mediante la técnica de 2-DE MALDI TOF/TOF y LC-MALDI-MS, identificamos
proteinas alteradas implicadas en la contraccion muscular (troponina 3 y miosina
cardiaca proteina de unién C) y en la organizaciébn de los componentes celulares
(miosina 6, miosina 7, desmina, cadena beta 2C de la tubulina, cadena alfa 1C de la
tubulina , vimentina y distintos tipos de actinas) en el ventriculo izquierdo de ratones
KO vs. wt para TPC1 (Tabla 8 y 9). Mediante LC-MALDI-MS en el ventriculo
izquierdo de ratones KQ@s. wt para TPC1/2, también se identificaron proteinas
relacionadas la contraccion muscular (ATPasa 2, subunidad beta 1 de la ATPasa
sodio/potasio, tropomiosina alfa-1, troponina T y anexina 6) y con la organizacion de
los componentes celulares (actina 1 citoplasmatica, tropomiosina alfa-1 y vinculina)
(Tabla 10). Por lo tanto, nuestros resultados parecen indicar una desregulacién de las
miofibrillas que se encargan de la contraccién y/o el mantenimiento estructural en
ausencia de los TPCs.

La actina, por su parte, es una proteina que cuando se encuentra aislada se
denomina actina G (globular), pero que al asociarse forma la actihads actinas G

tienen un sitio de union a la miosina, sin embargo, cuando el musculo estéa relajado este
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sitio de alta afinidad por la miosina esta ocupado por la tropomiosina, que a su vez esta
unida a la troponina (con alta afinidad por el cal&{d)Por el contrario, cuando el
musculo se contrae, se libera calcio, que se une a la troponina, desplazando consigo a la
tropomiosina y permitiendo, por tanto, la unidon entre la actina y la miosina y
consiguientemente, se produce la contraccion muscular para lo cual también es
necesario la hidrélisis de AT# Por lo tanto, cambios en proteinas del citoesqueleto
(actina, miosina, desmina, tubulina), bien sea por diversas modificaciones
postraduccionales como la fosforilacion, la glicacion, la glicosilacion, etc. pueden ser
causa Yy consecuencia de disfunciones en las propiedades contractiies de los
miofilamentos, lo que podria originar una disfuncién contrd€tiDtro aspecto muy
importante de la regulacion de la funcion contractil cardiaca es el control de la
homeostasis del calci8? en donde se ha visto que los TPCs juegan un papel clave al
ser capaces de liberar calcio desde el lisosoma, que a su vez estimula a los grandes
movilizadores de calcio a nivel intracelular como son los receptores de rianodina e
IP33% Sin embargo, nuestros resultados son preliminares, y serian necesarios mas
estudios para determinar el papel concreto que esta desregulacion de las miofibrillas en
ausencia de los TPCs podria tener en la capacidad contractil a nivel cardiaco. Otros
estudios han observado las relaciones que existen entre los canales de calcio y los
componentes del citoesqueleto: numerosos componentes del citoesqueleto pueden
regular, localizar y determinar la expresion de canales de calcio voltaje dependientes en
respuesta a determinados estimulos extracelulares en mif&dafoniveles de calcio
pueden estimular la polimerizacion de la actina en células excitatorias como las
neurona®’y, en concreto a nivel cardiovascular, determinados depresores de la fuerza

cardiaca acttan disminuyendo la respuesta de los miofilamentos af®alcio.
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2. Estudio del papel de los TPCs en la regulacion de la autofagia

cardiomiocitaria.

Justificacion del estudio.

1. Una de las proteinas incrementadas en el ventriculo izquierdo de los ratones
KO vs. wt para TPC1 fue la desmina. La desmina es un filamento intermedio
necesario para mantener la integridad del sarcoifiersin embargo, su
agregacion o perturbacion da lugar a una enfermedad conocida como miopatia
relacionada con la desmina, enfermedad particularmente severa que conduce a
insuficiencia cardiac®® Se ha visto que la autofagia, qes un proceso
catabdlico en el que las proteinas y los organulos dafiados son secuestrados por
vesiculas de doble membrana, llamados autofagosomas, y posteriormente
degradado?’® podria tener un papel clave en este proceso fisedpgl ser
capaz de degradar agregados proteicos y, por lo tanto, mejorar la progresion de
la enfermedad®

2. Identificamos un incremento en enzimas clave relacionadas con el
metabolismo de la glucosa en el ventriculo izquierdo de ratones K@ para
TPC1, en concordancia con un incremento en la captacion de glucosa y
movilizacion del transportador de glucosa GLUT-4 en cultivo primario de
cardiomiocitos neonatales de rata con TPC1 silenciado. Recientemente Roberts
y col. (2014)**° han demostrado que la hexoquinasa, que cataliza el primer paso
de la glicolisis al fosforilar la glucosa a glucosa 6-fosfato, coopera con mTORC1
para mantener un equilibrio entre la captacién de glucosa, su utilizacién, el
crecimiento celular y la autofagia, para asi conseguir una adecuada regulacion de
la homeostasis celular: de esta forma, cuando la concentracion de glucosa es
limitada, la hexokinasa Il se uniria a mTORCL1 e inhibiria su actividad, lo que
suprimiria el crecimiento celular y promoveria la autofagia; por el contrario,
cuando la captacion de glucosa excediese la capacidad de metabolizarla, la
acumulacion de glucosa 6-fosfato provocaria la desestabilizacion de la union

entre la hexokinasa Il y mTORC1, lo que promoveria el crecimiento celular y
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bloguearia la autofagia. Este trabpgme de manifiesto la interrelacion existente
entre el metabolismo de la glucosa y la autofaia.

3. La distribucion endolisosomal de los TPCs pone de manifiesto su papel como
potenciales controladores de aquellos procesos regulados via endosomas y/o
lisosomas® Los lisosomas juegan un papel clave durante la autofagia, al
participar en su fusion y posterior degradaciéon de los materiales presentes en el

autofagosom&’
Papel de los TPCs en la regulaciéon de la autofagia cardiomiocitaria.

Las células monitorizan de forma constante la funcion lisosomal y poseen la
capacidad de aumentar el nimero y la actividad de los lisosomas en respuesta a sus
necesidades energéticas o de degradacion, regulando a través del factor de transcripcion
EB, la expresién de genes relacionados con la autofagia, que se traduciran a proteinas
implicadas tanto en la formacion de autofagosomas, como en la regulacion de la fusion
entre el autofagosoma y el lisosofiia.

La autofagia basal es un mecanismo de proteccion especialmente importante en
células diferenciadas como los cardiomiocitos, ya que permite mantener una adecuada
funcién cardiovascular al ser un mecanismo de control de calidad que se encarga del
reciclaje de componentes celulares dafidog un dafio en estos mecanismos
contribuye al desarrollo de distintas enfermedades cardiovasclifares.

Estudios previos han sugerido que los TPCs podrian regular los procesos

©:21738nero en la actualidad se desconoce su papel en la

autofagicos en varios tejid4
regulacion del flujo autofagico a nivel cardiaco. Se ha demostrado que la autofagia
juega un papel beneficioso durante la deprivacién energética en el corazon al ejercer un
efecto citoprotectot* Nuestros resultados mostraron que, tras la deprivacién energética
tanto en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata como en células HL-1,
existe una activacion de AMPK y una defosforilacion de mTOR (Figuras 32-35) (lo que
se sabe que conduce a una induccion de la biogénesis lisosomal y cambios en el
potencial de la membrana lisosofi8l que eran concomitantes con un aumento

significativo en los niveles de ARNm y proteina de los TPCs (Figuras 29-31) con una
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activacion de la autofagia, evaluada por el aumento en los niveles de LC3Il/l y la
disminucién en los niveles de p62 (Figura 36).

Como hemos comentado anteriormente, en un primer momento se postulé que los
TPCs podian actuar como canales de calcio activados por NAADP, regulando de esta
forma el pH de las organelas acidicas, lo que permitiria a TPC2 proporcionar las
condiciones adecuadas para el correcto funcionamiento de las enzimas liso¥8males.
Sin embargo, posteriormente, Cang y col. (28£3ugirieron que cuando se reducen
los niveles de ATP, mTORCL1 se redistribuye al citosol, lo que permite la apertura de
los TPCs y la liberacién de sodio y otros iones desde el lumen del lisosoma al citosol.
Esta despolarizacion de la membrana lisosomal podria afectar potencialmente a
distintos parametros lisosomales, como el pH luminal, su capacidad de fusion con el
autofagosoma o el transporte de nutriefitépero poco se sabe sobre el papel de los
TPCs en la funcién lisosomal o en la regulacion de los procesos autofagicos.

Para conocer la posible implicacion de los TPCs en los procesos autofagicos a nivel
cardiaco utilizamos un siRNA interferente control, siTPC1, siTPC2 y siTPC1/2 en
cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata. Nuestros resultados muestran
que, en condiciones basales, el silenciamiento de TPC2 o de TPC1/2 (pero no el de
TPC1) induce un incremento significativo en los niveles de LC3Il (formado a partir de
LC3I tras sufrir un proceso de lipidacion que conduce a su asociacién con el
autofagosoma?) (Figura 38 y 39). Debido a que la acumulacién de autofagosomas
puede ser debida a un aumento en su formacion y/o a un acumulo de los mismos,
monitorizamos el flujo autofagico a través de las diferencias en la cantidad de LC3Il en
presencia y ausencia de un inhibidor lisosomal, la bafilomicina Al. De esta forma, el
tratamiento con bafilomicina Al en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de
rata tanto en condiciones basales como de deprivacion energética, incrementé aun mas
los niveles de LC3II (confirmando un incremento del flujo autofagico en las situaciones
control), que fueron parcialmente (en el caso e TPC1) o casi en su totalidad (en el caso
de TPC2) revertidos con el silenciamiento de los TPCs (Figuras 40 y 41). En linea con
estos resultados, en condiciones basales, el silenciamiento de TPC2 o de TPC1/2 (pero
no el de TPC1) induce también un incremento significativo en los niveles de p62 (el

silenciamiento de TPC1 solo induce un ligero incremento en p62, pero que no resulta
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significativo), mientras que el silenciamiento de TPC1, TPC2 y TPC1/2 induce siempre
un acumulo de p62 tras la deprivacion energética (Figuras 42 y 43).

p62 puede actuar como adaptador incorporando sustratos ubiquitinizados al proceso
autofagico al trasladar los distintos sustratos hacia el fagoporo y hacia el sitio de
formacién del autofagosomi® De esta forma, p62 se incorpora selectivamente al
autofagosoma y posteriormente se degrada via autdtadgfiLos niveles de expresién
de p62 estan estrictamente regulados mediante su degradacion a través de la autofagia
basal, sin embargo, un deterioro en la misma conduce la acumulacion masiva de p62 y
posteriormente a la formacién de agregddbBor el contrario, cuando la autofagia esta
activada ante situaciones como la deprivacion energética, y no existe un deterioro de la
misma, p62 se degrada rapidamente y su nivel se reduce drasticafitéhtor ello,
se ha postulado que los niveles citoplasmaticos de p62 podrian ser indicadores de flujo
autofagico, correlacionandose negativamente con este, con lo que la acumulacién de
p62 (detectada mediante inmunocitofluorescencencia o western blot) se corresponden
con un flujo autofagico deficienté' En condiciones de estrés tales como la deprivacion
energética, la autofagia se induce rapidamente teniendo un efecto protector en los
cardiomiocitos** sin embargo, el malfuncionamiento o defectos en el flujo autofagico
producidos por la inhibicion de la fusién del autofagosoma con el lisosoma y/o
endosoma podria causar importantes actimulos d&62.

El primer estudio que relacioné la autofagia con la sefalizacién via TPCs fue el de
Pereira y cof® en el afio 2011, cuando demostraron en cultivos de astrocitos de rata
gue el NAADP inducia la liberacion de calcio de las organelas acidicas incrementando
los marcadores de autofagia LC3Il y Beclinl; sin embargo, al introducir un dominante
negativo para TPC2, estos marcadores autofagicos se veian reducidos, sugiriendo un
potencial papel de TPC2 en la regulacién de la autofagia en astrocitos. Un afio mas
tarde, Kayala y cd*’ observaron que la reduccién de la funcién de TPC2 con el
antagonista de NAADP, Ned-19, podria regular negativamente la autofagia.

En contraste con estos articulos y con nuestros resultados, Lu y col.>{2013)
demostraron que la sobreexpresion de TPC2 (mediante un lentivirus) en células HelLa
para hacerlas competentes al NAADP, conducia a un incremento de LC3Il y p62,
mientras que el tratamiento con bafilomicina A1 no inducia un incremento de LC3II, lo

que sugeria una inhibicion de la fusion entre el autofagosoma y el lisosoma y por lo
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tanto, un bloqueo en la autofagia. La discrepancia con nuestros resultados podria
atribuirse, al menos parcialmente, al distinto tipo celular usado (linea celular tumoral
cérvico-uterino humana frente a un cultivo primario de células cardiacas primarias
diferenciadas) y a la distinta metodologia utilizada (el silenciamiento con un siRNA de
cardiomiocitos con expresion constitutiva de TPC1 y TPC2, frente a una sobreexpresion
de TPC2 en una linea tumoral) para determinar el flujo autofagico. En un estudio
reciente llevado a cabo por Lin y col. (2043)se observé una acumulacién de
autofagosomas, un descenso en el pH lisosomal que conducia a una reduccion de la
actividad de las proteasas lisosomales, y una reduccion en los niveles de p62 en el
musculo esquelético de ratones KO para TPC2 con respecto a los wt, pero esta respuesta
autofagica no se asocid con una reduccion en la fosforilacion de mTOR, como si ocurre
en nuestro caso y en muchos otros trab&jo$33'°Ademas, en el trabajo de Lin y col.
(2014)?*° |la deprivacién energética indujo un aumento en los niveles de p62 y pmTOR
tanto en el masculo esquelético de ratones wt como KO para TPC2, en contraste con
nuestras observaciones y con otras muchas publicaciones en donde la serodeprivacion o
la deprivacion energética induce un aumento en el flujo autofagico caracterizado por
una disminucion en los niveles de p62 y pmTOR, en condiciones
normales:181#1:12214431 ¢ g| articulo de Lin y col. (2014f también midieron el flujo
autofagico, y observaron que el tratamiento con bafilomicina A1 en miotubos en cultivo
incrementd los niveles de LC3Il tanto en los ratones wt como KO para TPC2,
sugiriendo que no existia un bloqueo del flujo autofagico. Sin embargo, nuestros
resultados sugieren un bloqueo del flujo autofagico durante el silenciamiento de TPC2
en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata en cultivo. Estas diferencias
podrian potencialmente atribuirse a las diferentes dosis y tiempo en presencia de
bafilomicina (200nM durante 3.5 horas del estudio de Lin y col. (31xspecto a
nuestro estudio, en el cual utilizamos una dosis de 100nM durante 2 horas), que es
critica, ya que puede conducir a resultados aparentemente distintos segun la ventana de
tiempo y dosis de tratamiento utilizada, incluso en una misma linea ¢&fular.

Las diferencias encontradas entre el silenciamiento de TPC1 y TPC2 en los
marcadores autofagicos en nuestro trabajo podrian explicarse por la diferente
localizacion intracelular de TPC1 (predominantemente en endosomas) y TPC2

(predominantemente en lisosomas) y por el papel que ambos organulos podrian tener en
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la autofagia. Durante la autofagia, los autofagosomas maduran para posteriormente
poder fusionarse con los endosomas (tempranos o tardios) y/o lisd8baoaslo que
podemos hipotetizar que los TPCs, a través de su distribucién endolisosomal, podrian
funcionar como integradores de las sefales provenientes del citosol y del lumen, y de
los lisosomas y endosomas, provocando cambios funcionales en las propias organelas
gue podrian afectar al funcionamiento de la autofagia, por lo que el silenciamiento de
los TPCs podria bloquear el flujo autofagico a través del bloqueo de la fusion del
autofagosoma con el lisosoma y/o endosoma.

Paralelamente, nuestros resultados de microscopia electrénica mostraron que existe
una alteracién en el numero y morfologia lisosomal en los ratones KO para M8C1/2
wt, incrementandose el numero de lisosomas pero disminuyendo su superficie (Figura
44), asemejandose a lisosomas inmaduros o tempt&rs.concordancia con nuestros
resultados Lin-Moshier y col. (2074 y Hockey y col. (20135° sugirieron que los
TPCs podrian tener un papel importante en determinados estados patogénicos de
proliferacion lisosomal, por ejemplo patologias neurodegenerativas como la enfermedad
de Parkinson. Asimismo, Kayala y col. (20%2)han observado que fibroblastos
embrionarios de ratdn deficientes en presinilina (que es importante para la adecuada
protedlisis durante la autofagia) presentaban anomalias en el calcio lisosomal y
alteraciones de la expresion de los TPCs y que, a pesar de un incremento del nimero de

lisosomas, existia una disminucioén del flujo autofagico.

3. Regulacion de los niveles de expresion cardiaca de TPCly TPC2

in vivo por el ayuno, la dieta y el género.

3.1. Ayuno.

Hemos visto que deprivacion energética, tanto en cultivo primario de neonatos de
rata como en células HL-1, provoca un aumento significativo en los niveles de ARNm y
proteina de los TPCs. Estudios previos han demostrado la induccion de una autofagia
cardiacain vivo en ratones sometidos a deprivacion energética a partir de 24

horas:>>%##22Nyestros resultados muestran un incremento en los niveles de ARNm y
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proteina de TPC2 en ratas sometidas a ayuno (Figuras 45 y 46); sin embargo, no
observamos cambios en los niveles de LC3 (Figura 47). Estos resultados pueden
deberse a que, al ser la autofagia un proceso altamente dinamico, no siempre se podria
detectar este incremento de LC3II de forma puntual (36h); de hecho, la mayoria de los
estudios realizados hasta la feamaivo utilizan un modelo de raton transgénico con la
proteina GFP-LC3?%3%332%|5 que permite una mejor visualizacién y seguimiento del

proceso autofagico.

3.2. Dieta.

El sindrome metabdlico se caracteriza por un conjunto de factores de riesgo como
son la hiperglucemia, la dislipemia, la hipertensién y obesidad abddfTimairante
las ultimas décadas, la prevalencia del sindrome metabdlico se ha incrementado
drasticamente, lo cual supone un importante riesgo para la salud ya que conlleva
asociado un mayor riesgo de desarrollar diabetes mellitus y enfermedades
cardiovasculare¥® Entre los diversos modelos experimentales de sindrome metabélico,
la obesidad inducida por la dieta se ha considerado como un modelo aceptado para
evaluar las anomalias cardiacas asociadas al mfénieor ejemplo, la ingesta
prolongada (5 meses) de una dieta alta en grasa induce en ratones sindrome metabdlico,
caracterizado por obesidad, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina, dislipemia
y alteraciones en la geometria y la funcion cardiaca con un aumento del grosor de la
pared ventriculaf?®3?°

Hasta la fecha, se han postulado distintos mecanismos que tratan de explicar las
complicaciones cardiacas derivadas del sindrome metabdlico, entre las que se incluyen
la lipotoxicidad cardiaca, la inflamacion, el estrés oxidativo, la apoptosis y la
sobreactivacion del sistema simpatico; y, mas recientemente, se ha comenzado a prestar
atencion a la autofagia, ya que juega un papel muy importante en el mantenimiento de
la geometria y funcién cardiaca en condiciones fisiolégicas y patol§ificain
embargo, en nuestro trabajo, realizado en tejido cardiaco de ratas macho alimentadas
con dieta alta en grasa durante 18 semanas, no hemos encontrado evidencias de cambios
en los niveles de ARNm de TPC1l y TPC2, ni tampoco variaciones en los niveles

proteicos de los marcadores autofagicos LC3 y p62 (Figuras 48 y 49). Nuestros
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resultados estan en concordancia con otro estudio realizado en ratas hembras
alimentadas con una dieta alta en grasa durante 16 semanas en donde no observan
cambios en la autofagia en musculo esqueléticBn cuanto a los estudios realizados

en animales con sindrome metabdlico, existe una gran controversia sobre el papel de la
autofagia en el desarrollo del mismo, ya que a pesar de que algunos autores postulan
que no existe una relacién entre ambos proc869% otros sugieren que existe o bien

un descenso en la autofagia (identificada como una disminucion en LC3Il y Beclinl) en
tejido cardiaco de cerdd%, o bien un bloqueo en el flujo autofagico (determinado por

un incremento en los niveles de LC3Il y p62) en tejido cardiaco de rafbrestas
discrepancias pueden deberse a diferencias entre los distintos estudios en cuanto a los
modelos experimentales utilizados, las caracteristicas de las dietas, el tiempo de

duracién del experimento, el género y/o la edad de los animales.
3.3. Género.

Nuestros resultados mostraron que en tejido cardiaco (auricula), los niveles de
expresion de ARNm y proteina de TPC1 y TPC2 eran mayores en ratas hembras y en
mujeres que en ratas macho y hombres (Figuras 50-52). Ademas, observamos que en
ratas tanto macho como hembra, los niveles de ARNm de TPC1l y TPC2 se
correlacionaban negativamente con los niveles de expresion proteica de p62 (Figura 54).
Nuestro estudio es, por lo tanto, el primero en mostrar, por un lado, un dimorfismo
sexual en los niveles de expresion de los TPCs en tejidos cardiacos murinos y humanos
y, por otro, una disminucion de los niveles proteicos de p62 en corazones de ratas
hembras respecto a los machos (mientras que no se observan diferencias en la relacion
LC3II/I) (Figura 53). Estos resultados podrian sugerir la existencia de un mayor flujo
constitutivo autofagico en corazones de rata hembra, lo que podria tener consecuencias
en varios aspectos, como en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Otros
autores han descrito previamente el dimorfismo sexual en la autofagia constitutiva en
otros tejidos como musculo esquelético y médula esfiihal. nivel cardiaco, y en
concordancia con nuestros resultados, se ha demostrado recientemente que los niveles
de expresién de un marcador de glucofagia (autofagia selectiva de glucégeno) es menor

en los corazones de ratones hembra respecto a los machos, en condicione§basales.
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Estudios recientes han demostrado no solo un dimorfismo sexual en la autofagia,
sino también la existencia de una especificidad tisular/celular en la autofagia
constitutiva: de esta forma, el género afecta a la autofagia, pero el modo en que la afecta
puede diferir dependiendo del tipo celular y de las circunstancias fisiologicas y/o
patolégicas™®

A pesar de la existencia de un dimorfismo sexual en los niveles de TPCs y p62, no
encontramos diferencias significativas en los niveles de expresion de ARNm de TPC1ly
TPC2 en ratas ovariectomizadas y gonadectomizadas con o0 sin reemplazo hormonal
respecto al grupo control (Figura 55). Esto puede deberse a la existencia de un
dimorfismo sexual independiente de las hormonas sexuales. De hecho, se ha visto que
muchas caracteristicas como la tasa de desarrollo temprano, la adiposidad o los circuitos
neuronales, vienen determinados por el cromosoma X y no por las gonadas, lo que da
lugar a que determinados dimorfismos puedan tener lugar incluso antes de que las
génadas empiecen a producir hormotias.

Serian necesarios trabajos adicionales para contextualizar este dimorfismo sexual

en las diferentes condiciones fisiolégicas y fisiopatologicas.

4. Estudio de los niveles de expresion génica y proteica de TPC1 y
TPC2 en tejido cardiaco humano procedente de pacientes con

enfermedades cardiovasculares.

La insuficiencia cardiaca es una enfermedad progresiva que se caracteriza por un
remodelado ventricular que da lugar a cambios en el balance entre la sintesis y
degradacion de las proteindSEl papel que puede jugar la autofagia en el desarrollo de
esta enfermedad es controvertido, ya que a pesar de que su desregulacion o reduccién
esta asociada con insuficiencia cardiaca y que su activacion es protectora, un exceso de
la misma también puede constituir una respuesta maladaptativa, al causar destruccion
progresiva de cardiomiocitdd’ Modular la autofagia de forma precisa constituye una
diana terapéutica atractiva para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares, por
lo que conocer su regulacion, asi como las proteinas implicadas en la misma, es muy

importante. Por ello, decidimos llevar a cabo el estudio de los niveles de expresion de
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los TPCs en ventriculos de donantes sanos (controles) frente a pacientes con
insuficiencia cardiaca (tanto de etiologia isquémica como dilatada).

Nuestros resultados en ventriculo izquierdo de corazones explantados de 6
pacientes control, 16 pacientes con cardiomiopatia isquémica y 20 pacientes con
cardiomiopatia dilatada, ambos grupos en el estado final de la insuficiencia cardiaca,
mostraron un incremento en los niveles de ARNm y proteina de TPC1 y TPC2 respecto
al grupo control (Figura 56). La regulacion de ambos canales podria estar relacionada
con los resultados de otros estudios, que muestran un incremento en la expresion de los
receptores de rianodina (canal de calcio localizado en el reticulo endopldsmico, muy
importante para la regulacion de la contraccion cardiaca) en pacientes también con
insuficiencia cardiack®®*° La expresién de TPC2 se encuentra elevada tanto en
cardiomiopatia isquémica como dilatada, a diferencia de TPC1 que solo se encuentra
elevado en cardiomiopatia dilatada, lo que sugiere que TPC2 podria estar implicado en
un mecanismo general que subyace a la insuficiencia cardiaca de ambos origenes.

Estudios previos han demostrado que en el corazdn insuficiente existe un
incremento en la expresion del receptor de inositol 3-fosfato situado en el reticulo
endoplasmatico, capaz de incrementar a su vez la sensibilidad del receptor de rianodina
por el calcio, lo que originaria un incremento de los niveles de calcio caracteristicos de
la insuficiencia cardiaci’ Como hemos comentado anteriormente, se ha visto que los
TPCs, podrian actuar como canales de calcio, lo que daria lugar a una liberacion del
mismo, que a través del CICR (calcio induce la liberacion de mas calcio) activaria a su
vez a los receptores inositol 3 fosfato y rianodiB@sandonos en estos estudios y en
nuestros resultados, podemos sugerir que durante la insuficiencia cardiaca TPC1 y/o
TPC2 podrian estar involucrados en las alteraciones en la movilizacion de calcio a
través de los canales de inositol 3 fosfato y rianodina, caracteristicas de la insuficiencia
cardiaca, aunque serian necesarios mas estudios para determinar el papel exacto que los
TPCs juegan durante la fisiopatologia de la insuficiencia cardiaca tanto en relacién con
su capacidad de actuar como canales i6nicos, como con su relacion con la autofagia

cardiomiocitaria.
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1. The cardiac tissue of TPC1 KO mice shows significative alterations in key
proteins related with glycolysis, fatty acid mobilization, Krebs cycle and
transport electron chain.

2. The cardiac tissue of TPC1 KO mice shows significant alterations in proteins
related with cardiac contraction and/or structure maintenance.

3. SiRNA depletion of TPC1, TPC2 and TPC1/2 induces an increase in glucose
uptake in cultured cardiomyocytes.

4. SiRNA depletion of TPC1 induces an increase on GLUT-4 (the main glucose
transporter in the heart) translocation, favouring translocation from the
cytoplasmic/perinuclear regions to the cell periphery in cultured
cardiomyocytes.

5. Serum starvation induces significant increases in TPC1 and TPC2 ilevels
vitro (in neonatal rat cardiomyocytes, HL-1 cells and human cardiomyocytes)
and in TPC2 levelm vivoin cardiac tissue of fasting rats.

6. SiRNA depletion of TPC2 alone or together with TPC1 increases both LC3II
and p62 levels under basal conditions and in response to starvation,
meanwhile siRNA depletion of TPC1 increases both markers only in
response to starvation.

7. In rat heart tissues transcript levels of both TPC1 and TPC2 correlate
negatively with p62 protein levels.

8. Electron micrographs of cardiac tissue from TPC1/2 double knockout mice
showed that cardiomyocytes contained large numbers of immature
lysosomes with diameters significantly smaller than those of wild-type mice

9. In cardiac tissues from both humans and rats, TPC1 and TPC2 transcripts
and protein levels were higher in females than in males.

10.Transcript and protein levels of TPC1 and TPC2 increase in heart failure
patients compared to healthy controls. TPC2 has similar levels of
significance in all heart failure groups that were analyzed, regardless of
cardiomyopathy. However, TPC1’s increase is statistically significant in
dilated cardiomyopathy, whereas in ischemic cardiomyopathy did not reach
statistical significance.
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These data are the first evidence that showing that the TPCs and the endolysosomal
system could be involved in cardiac metabolism, cardiac autophagy, and thus, in the

physiopathology of cardiovascular diseases.
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TPCN1M1wt
% Cob (95) Cddigo Uniprot Nombre Péptidos (95%)

10,1 MYH6_MOUSE Myosin-6 19
38,2 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 19
21 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mit 12
24 ACTG_MOUSE Actin, cytoplasmic 2 12
13,7 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mit 7
11,7 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mit 7
34,5 HBA_MOUSE Hemoglobin subunit alpha 6
354 HBB1_MOUSE Hemoglobin subunit beta-1 5
12,4 DESM_MOUSE Desmin 5
9,2 ALBU_MOUSE Serum albumin 5
12,1 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 4
23 MYL3_MOUSE Myosin light chain 3 3
8,6 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 3
6,7 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 3
7,1 NIPS2_MOUSE Protein NipSnap homolog 2 3
10 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mit 3
7,5 QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 3

8 TNNT2_MOUSE Troponin T, cardiac muscle 3
3,3 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mit 3

7 ADT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 2
11,4 ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit beta 2
4,8 HEMO_MOUSE Hemopexin 2
8,6 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mit 2
14,3 |FABPH_MOUSE Fatty acid-binding protein, heart 2
3,8 DHSA_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit 2
53 IDHP_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NADP], mit 2
4,5 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 2
35 D3D2_MOUSE 3,2-trans-enoyl-CoA isomerase, mit 1
9,7 MYG_MOUSE Myoglobin 1
2,1 ODPA_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, mit 1

4 MYL10_MOUSE Myosin regulatory light chain 10 1
3,1 AT5F1_MOUSE ATP synthase subunit b, mit 1
3,8 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 1
2,2 SUCB1_MOUSE Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mit 1
2,2 IDH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit 1
6,6 DECR_MOUSE 2,4-dienoyl-CoA reductase, mit 1
3,3 SPA3N_MOUSE Serine protease inhibitor A3N 1
31 THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mit 1
6,7 COQ9_MOUSE Ubiquinone biosynthesis protein COQ9, mit 1
2,6 ACOT6_MOUSE Acyl-coenzyme A thioesterase 6 1
7,7 COX41_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mit 1
2,4 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 1
2,9 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 1
3,2 ACADS_MOUSE Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 1
2,3 ACADL_MOUSE Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 1
6,3 CRYAB_MOUSE Alpha-crystallin B chain 1

3 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1
2,7 LDHB_MOUSE L-lactate dehydrogenase B chain 1

1 ACS2L_MOUSE Acetyl-coenzyme A synthetase 2-like, mit 1
3,6 ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mit 1
2,6 HPT_MOUSE Haptoglobin 1
1,9 KIFC2_MOUSE Kinesin-like protein KIFC2 1

Tabla 11 Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 1
wt para TPC1. Se representa el porcentaje de cobertura, el codigo UniProt, el nombre y el nGmero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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TPCN1M2wt
% Cob (95) Cddigo Uniprot Nombre Péptidos (95%)

63,1 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 35
20,3 MYH6_MOUSE Myosin-6 34
59,2 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mi 27
44,5 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mit 21
27,8 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mit 19
25,1 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mit 14
49,1 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 14
78,9 HBB1_MOUSE Hemoglobin subunit beta-1 13
28,3 ALBU_MOUSE Serum albumin 12
39,3 ADT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 12
22,6 IDHP_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NADP], mit 11
31,7 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mit 11
62,7 HBA_MOUSE Hemoglobin subunit alpha 9
19,4 ACADV_MOUSE Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 7
27,5 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mit 7
32,7 ENOB_MOUSE Beta-enolase 7
20,6 ECHB_MOUSE Trifunctional enzyme subunit beta, mit 7
38,9 TNNI3_MOUSE Troponin |, cardiac muscle 7
8,7 ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 6
22 DESM_MOUSE Desmin 6
16,2 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 6
48 MYL3_MOUSE Myosin light chain 3 6
19 NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mit 6
17,2 QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 6
18,3 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 6
18,5 FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mit 5
17,7 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 5
25,9 ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit beta 4
17,7 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 4
27,8 FABPH_MOUSE Fatty acid-binding protein, heart 4
23,5 MYOZz2_MOUSE Myozenin-2 4
39,1 ATP5H_MOUSE ATP synthase subunit d, mit 4
16,5 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 4
40,4 MLRV_MOUSE Myosin regulatory light chain 2, ventricular/cardiac muscle isoform 4
15 KCRM_MOUSE Creatine kinase M-type 4
18,2 VDAC1_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 1 4
5,9 SRCA_MOUSE Sarcalumenin 4
6,3 ACADL_MOUSE Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 4
9,2 DHSA_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit 4
7,2 KPYM_MOUSE Isoform M1 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 3
11,6 NDUAA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mit 3
8,1 TBB2C_MOUSE Tubulin beta-2C chain 3
9,8 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 3
13,9 CY1_MOUSE Cytochrome c1, heme protein, mit 3
17,3 ALDOA_MOUSE Fructose-bisphosphate aldolase A 3
8,8 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 3
12,3 IDH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit 3
10,8 DECR_MOUSE 2,4-dienoyl-CoA reductase, mit 3
7.4 ATPG_MOUSE ATP synthase subunit gamma, mit 3
25,3 MYG_MOUSE Myoglobin 3
18,7 ECH1_MOUSE Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mit 3
3,8 ODO1_MOUSE 2-oxoglutarate dehydrogenase, mit 3
16,9 ATPO_MOUSE ATP synthase subunit O, mit 3
4,9 GRP75_MOUSE Stress-70 protein, mit 3
4,5 NDUS1_MOUSE NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mit 2
4,8 IMMT_MOUSE Mitochondrial inner membrane protein 2

8 AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 2
4,3 CPT2_MOUSE Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mit 2
1,9 PYGB_MOUSE Glycogen phosphorylase, brain form 2
6,6 TNNT2_MOUSE Isoform A3B of Troponin T, cardiac muscle 2
9,2 DHSB_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mit 2

(Contintia en la pagina siguiente)
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TPCN1M2wt

% Cob (95) Cddigo Uniprot

Nombre

Péptidos (95%)

6,6 TNNT2_MOUSE Isoform A3B of Troponin T, cardiac muscle 2
4,6 HSP7C_MOUSE Heat shock cognate 71 kDa protein 2
55 ACOT2_MOUSE Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mit 2
8,9 ODPB_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mit 2
4,1 LDB3_MOUSE LIM domain-binding protein 3 2
7,3 CH60_MOUSE 60 kDa heat shock protein, mit 2
54 NDUV1_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mit 2
9,4 NDUS8_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mit 2
6,9 FIBB_MOUSE Fibrinogen beta chain 2
6,3 ACADS_MOUSE Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 2
13,7 CRYAB_MOUSE Alpha-crystallin B chain 2
6,9 LDHB_MOUSE L-lactate dehydrogenase B chain 2
16,5 NDUBA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 2
6,3 PCCB_MOUSE Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mit 2
9,2 SUCA_MOUSE Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit alpha, mit 2
29,1 CX6B1_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 6B1 2
55 ODP2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mit 2
5,6 ODPA_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, mit 2
5,8 VIME_MOUSE Vimentin 2
4,2 EFTU_MOUSE Elongation factor Tu, mit 2
7,1 COX41_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mit 2
0,9 LONM_MOUSE Lon protease homolog, mit 1
53 APOA1_MOUSE Apolipoprotein A-| 1
6,7 COQ9_MOUSE Ubiquinone biosynthesis protein COQ9, mit 1
2,9 TBA4A_MOUSE Tubulin alpha-4A chain 1
4,9 TPM2_MOUSE Isoform TM-1 of Tropomyosin beta chain 1

4 SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mit 1
3,7 DLDH_MOUSE Dihydrolipoyl dehydrogenase, mit 1
7,2 KAD1_MOUSE Adenylate kinase isoenzyme 1 1
59 AT5F1_MOUSE ATP synthase subunit b, mit 1

2 TRFE_MOUSE Serotransferrin 1
31 ETFD_MOUSE Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mit 1
57 THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mit 1

6 TPIS_MOUSE Triosephosphate isomerase 1
43 PHB2_MOUSE Prohibitin-2 1

9 NDUAD_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 13 1
11,9 H2B3A_MOUSE Histone H2B type 3-A 1
3,2 M20OM_MOUSE Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein 1
7,2 ECHM_MOUSE Enoyl-CoA hydratase, mit 1
35 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 1
31 TRI72_MOUSE Tripartite motif-containing protein 72 1
8,1 PRDX5_MOUSE Peroxiredoxin-5, mit 1
35 NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 1
15,6 NDUB9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 9 1
14,6 NDUA4_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 4 1
4,4 PHB_MOUSE Prohibitin 1
2,4 CACP_MOUSE Carnitine O-acetyltransferase 1
2,7 ALDH2_MOUSE Aldehyde dehydrogenase, mit 1
54 PRDX3_MOUSE Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mit 1
6,3 SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mit 1
2,9 MUCM_MOUSE Ig mu chain C region membrane-bound form 1
1,4 MYPC3_MOUSE Myosin-binding protein C, cardiac-type 1
4,6 HCD2_MOUSE 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 1
2,7 VDAC2_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 2 1

5 CAH2_MOUSE Carbonic anhydrase 2 1
55 NDUB6_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 6 1
2,2 SUCB1_MOUSE Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mit 1
9,7 H4_MOUSE Histone H4 1
2,6 HS90B_MOUSE Heat shock protein HSP 90-beta 1
1,3 PYGM_MOUSE Glycogen phosphorylase, muscle form 1

Tabla 12 Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 2
wt para TPC1. Se representa el porcentaje de cobertura, el codigo UniProt, el hombre y el nimero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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TPCN1M3wt
% Cob (95) Cddigo Uniprot Nombre Péptidos (95%)

443 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 21
38,2 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mit 14
33,5 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mit 13
19,2 ACTB_MOUSE Actin, cytoplasmic 1 12
16,5 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mit 11
14 ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 10
16,1 ALBU_MOUSE Serum albumin 10
11,8 PYGM_MOUSE Glycogen phosphorylase, muscle form 8
14,9 DHSA_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit 8
28,6 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mitl 8
52 MYH6_MOUSE Myosin-6 8
22,1 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 6
11,8 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mit 6
19,6 DESM_MOUSE Desmin 5
16,2 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 5
14,9 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 5
16,8 QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 5
14,9 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 4
10,9 FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mit 4
19,2 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 4
13,9 ECHB_MOUSE Trifunctional enzyme subunit beta, mit 4
15,2 KCRM_MOUSE Creatine kinase M-type 4
20,4 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mit 4
10,8 ENOB_MOUSE Beta-enolase 3
8,8 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 3
24,6 TNNI3_MOUSE Troponin |, cardiac muscle 3
19,2 ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit beta 3
8,9 HEMO_MOUSE Hemopexin 3
10,2 ACADS_MOUSE Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 3
4,2 PYGB_MOUSE Glycogen phosphorylase, brain form 3
9,9 NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mit 2
4,4 CMC1_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl 2
7.4 IDH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit 2

8 TBA4A_MOUSE Tubulin alpha-4A chain 2
8,7 NDUAA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mit 2
15 HBB2_MOUSE Hemoglobin subunit beta-2 2
10 PHB2_MOUSE Prohibitin-2 2
14,1 HBA_MOUSE Hemoglobin subunit alpha 2
8,4 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2
6,5 NDUV1_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mit 2
45 SUCB1_MOUSE Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mit 2
13,7 CRYAB_MOUSE Alpha-crystallin B chain 2
6,3 PCCB_MOUSE Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mit 2
51 IMMT_MOUSE Isoform 5 of Mitochondrial inner membrane protein 2
9,2 LDB3_MOUSE Isoform Cypher2c of LIM domain-binding protein 3 2
5,6 AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 2
7,5 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 2
6,9 LDHB_MOUSE L-lactate dehydrogenase B chain 2
12 CY1_MOUSE Cytochrome c1, heme protein, mit 2
9,4 IDH3G_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma, mit 2
13,6 IMYG_MOUSE Myoglobin 2
2,2 TBB3_MOUSE Tubulin beta-3 chain 2
2,7 SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mit 2
4.4 CMC2_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 2
53 ACSL1_MOUSE Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 2

(ContinlGia en la pagina siguiente)
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TPCN1M3wt
% Cob (95) Cddigo Uniprot Nombre Péptidos (95%)

51 KPYM_MOUSE Pyruvate kinase isozymes M1/M2 2

8 TBA3_MOUSE Tubulin alpha-3 chain 2
8,1 ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mit 1
3,8 ACADV_MOUSE Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 1

8 NDUBA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 1
2,9 ACOT2_MOUSE Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mit 1
Bi5) NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 1
1,3 CO3_MOUSE Complement C3 1
45 ODPB_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mit 1
15 SRCA_MOUSE Sarcalumenin 1
3,7 VDAC1_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 1 1
6,2 HIBCH_MOUSE 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mit 1
31 TRI72_MOUSE Tripartite motif-containing protein 72 1
6,1 ECH1_MOUSE Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mit 1
15,9 QCR8_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 8 1
1,7 MCCA_MOUSE Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha, mit 1
14,6 NDUA4_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 4 1
4,4 PHB_MOUSE Prohibitin 1
2,4 CACP_MOUSE Carnitine O-acetyltransferase 1
2,6 HS90B_MOUSE Heat shock protein HSP 90-beta 1
7,2 KAD1_MOUSE Adenylate kinase isoenzyme 1 1

9 NDUAD_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 13 1
31 ETFD_MOUSE Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mit 1
35 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 1
4.8 A1AT5_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-5 1
3,9 SGCA_MOUSE Alpha-sarcoglycan 1

3 ADK_MOUSE Adenosine kinase 1
7,1 COX41_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mit 1
8,3 D3D2_MOUSE 3,2-trans-enoyl-CoA isomerase, mit 1
4,9 MYOz2_MOUSE Myozenin-2 1
1,5 SYIM_MOUSE Isoleucyl-tRNA synthetase, mit 1
2,8 ODP2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mit 1

8 HSPB6_MOUSE Heat shock protein beta-6 1
2,6 EHD4_MOUSE EH domain-containing protein 4 1
1,4 LONM_MOUSE Lon protease homolog, mit 1
31 EHD2_MOUSE EH domain-containing protein 2 1
4,7 AT5F1_MOUSE ATP synthase subunit b, mit 1
31 THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mit 1
6,3 SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mit 1

3 VIME_MOUSE Vimentin 1
14,3 NDUA1_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 1 1
5,3 TNNT2_MOUSE Troponin T, cardiac muscle 1

3 CH60_MOUSE 60 kDa heat shock protein, mit 1
6,7 COQ9_MOUSE Ubiquinone biosynthesis protein COQ9, mit 1
35 EFTU_MOUSE Elongation factor Tu, mit 1
2,7 ALDH2_MOUSE Aldehyde dehydrogenase, mit 1
3,3 SPA3N_MOUSE Serine protease inhibitor A3N 1
1,9 NDUS2_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, mit 1

Tabla 13 Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 3
wt para TPC1. Se representa el porcentaje de cobertura, el codigo UniProt, el nombre y el nGmero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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TPCN1M1KO
% Cob (95) Cddigo Uniprot Nombre Péptidos (95%)

13,8 MYH6_MOUSE Myosin-6 23
45,9 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mit 23
32,9 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mit 15
22,7 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mit 14
43,2 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 16
79,6 HBB1_MOUSE Hemoglobin subunit beta-1 10
17,6 ALBU_MOUSE Serum albumin 12
22,9 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mit 9
29,6 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 7
9,7 ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 7
22,4 DESM_MOUSE Desmin 6
24,5 ADT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 7
14 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 5
20,7 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 5
9,5 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mit 4
10,8 ENOB_MOUSE Beta-enolase 4
12,9 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 5
15,1 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mit 4
131 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 4
33,1 FABPH_MOUSE Fatty acid-binding protein, heart 5
15,6 TBA4A_MOUSE Tubulin alpha-4A chain 4
24,3 ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mit 4
12,6 KCRM_MOUSE Creatine kinase M-type 4
52,8 HBA_MOUSE Hemoglobin subunit alpha 5
12,2 IDHP_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NADP], mit 5
6,3 FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mit 3
135 QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 4
4,3 PYGM_MOUSE Glycogen phosphorylase, muscle form 3
16,5 ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit beta 3
7,7 NDUS1_MOUSE NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mit 3
12,9 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3
7,9 TBB2C_MOUSE Tubulin beta-2C chain 3
15,2 MYL3_MOUSE Myosin light chain 3 3
3,2 ACADV_MOUSE Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 2
8,7 NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mit 3
54 NDUV1_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mit 2
8,7 ATPG_MOUSE ATP synthase subunit gamma, mit 3
9,1 ECHB_MOUSE Trifunctional enzyme subunit beta, mit 3

4 IMMT_MOUSE Mitochondrial inner membrane protein 2
8,7 NDUAA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mit 2
52 SUCB1_MOUSE Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mit 2
17,8 ATPO_MOUSE ATP synthase subunit O, mit 2
6,7 SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mit 2
6,3 TNNT2_MOUSE Troponin T, cardiac muscle 2
7.4 IDH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit 2
7.4 VDAC1_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 1 2
10,2 TPM1_MOUSE Tropomyosin alpha-1 chain 2
4,3 CMC2_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 2
12,3 CY1_MOUSE Cytochrome c1, heme protein, mit 2
9,4 NDUS8 _MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mit 2
8,9 ODPB_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mit 2
12,1 ACADL_MOUSE Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 3
10,9 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 3
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4,1 DHSA_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit 3
4,2 LDHB_MOUSE L-lactate dehydrogenase B chain 1
11,9 ECH1_MOUSE Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mit 2
4.8 PGK1_MOUSE Phosphoglycerate kinase 1 2
2,6 KPYM_MOUSE Isoform M1 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 1

5 NDUS2_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, mit 1

8 NDUBA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 1

3 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1
58 VIME_MOUSE Vimentin 2
4,5 SPA3M_MOUSE Serine protease inhibitor A3M 1
31 PCCB_MOUSE Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mit 1
7,1 COX41_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mit 3
1,3 CO3_MOUSE Complement C3 1
1,5 SRCA_MOUSE Sarcalumenin 1
3,7 DLDH_MOUSE Dihydrolipoyl dehydrogenase, mit 1

2 EHD2_MOUSE EH domain-containing protein 2 1
3,2 ACADS_MOUSE Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 1
4.8 A1AT5_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-5 1
2,6 ACSL1_MOUSE Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 1
6,3 SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mit 1
7,2 KAD1_MOUSE Adenylate kinase isoenzyme 1 1
2,9 ACOT2_MOUSE Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mit 1
3,5 NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 1
4,9 MYOZz2_MOUSE Myozenin-2 1
31 THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mit 1
3,3 FIBB_MOUSE Fibrinogen beta chain 1
1,4 LONM_MOUSE Lon protease homolog, mit 1
35 EFTU_MOUSE Elongation factor Tu, mit 1
35 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 1
4,4 PHB_MOUSE Prohibitin 1
2,7 ALDH2_MOUSE Aldehyde dehydrogenase, mit 1
4,3 PHB2_MOUSE Prohibitin-2 1
7,6 PRDX6_MOUSE Peroxiredoxin-6 1
14,6 NDUA4_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 4 1
57 APOA1_MOUSE Apolipoprotein A-| 1
52 NDUV2_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2, mit 1
6,3 CRYAB_MOUSE Alpha-crystallin B chain 1
11,8 MYH7_MOUSE Myosin-7 17
2,8 ODP2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mit 1
13,3 ACTG_MOUSE Actin, cytoplasmic 2 6
1,3 PYGB_MOUSE Glycogen phosphorylase, brain form 1

Tabla 14. Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 1
KO para TPC1. Se representa el porcentaje de cobertura, el codigo UniProt, el nombre y el nUmero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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52,4 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mit 25
44,1 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mit 25
12,7 MYH6_MOUSE Myosin-6 22
28,4 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mit 19
39,8 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 18
9,9 MYH7_MOUSE Myosin-7 17
19,6 ALBU_MOUSE Serum albumin 12
32,5 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 9
18,8 IDHP_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NADP], mit 9
18,4 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mit 7
17,7 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 7
17,2 QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 7
21,8 DESM_MOUSE Desmin 6
16,4 FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mit 6
8,9 ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 6
20,9 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mit 6
16,3 ACTG_MOUSE Actin, cytoplasmic 2 6
11,4 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mit 5
20,7 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 5
19,5 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 5
134 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 4
16,8 ADT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 4
9,5 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 4
12,6 KCRM_MOUSE Creatine kinase M-type 4
7,6 NDUS1_MOUSE NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mit 4

7 TBB2C_MOUSE Tubulin beta-2C chain 4
10,7 IDH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit 4
11,4 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 4
135 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 4
15,4 ALDOA_MOUSE Fructose-bisphosphate aldolase A 4
6,7 SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mit 4
9,3 ECHB_MOUSE Trifunctional enzyme subunit beta, mit 3
8,7 KPYM_MOUSE Isoform M1 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 3
4,3 PYGM_MOUSE Glycogen phosphorylase, muscle form 3
34,5 HBA_MOUSE Hemoglobin subunit alpha 3
13,9 VDAC1_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 1 3
27,9 HBB1_MOUSE Hemoglobin subunit beta-1 3
6,1 ACADV_MOUSE Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 3
8,7 ATPG_MOUSE ATP synthase subunit gamma, mitochondrial 3
8,7 NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mit 3
4,9 SUCA_MOUSE Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit alpha, mit 3
6,3 ACADL_MOUSE Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 3

3 ODO1_MOUSE 2-oxoglutarate dehydrogenase, mit 2
8,7 NDUAA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mit 2
9,9 AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 2
9,4 THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mit 2

4 IMMT_MOUSE Mitochondrial inner membrane protein 2
15,6 TNNI3_MOUSE Troponin |, cardiac muscle 2
13,2 ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mit 2
7,6 ENOB_MOUSE Beta-enolase 2
43 CMC2_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 2
4,1 LDB3_MOUSE LIM domain-binding protein 3 2
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12,9 ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit beta 2
14,2 NDUBA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 2
6,3 TNNT2_MOUSE Troponin T, cardiac muscle 2
16,2 MYL3_MOUSE Myosin light chain 3 2
9,8 MYOZ2_MOUSE Myozenin-2 2
8,9 ODPB_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mit 2
9,4 NDUS8_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mit 2

8 TBA4A_MOUSE Tubulin alpha-4A chain 2
54 NDUV1_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mit 2
4,3 GRP75_MOUSE Stress-70 protein, mit 2

3 PYGB_MOUSE Glycogen phosphorylase, brain form 2
11,9 ECH1_MOUSE Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mit 2
6,9 LDHB_MOUSE L-lactate dehydrogenase B chain 2
7,7 EFTU_MOUSE Elongation factor Tu, mit 2
4,8 PGK1_MOUSE Phosphoglycerate kinase 1 2
4,1 DHSA_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit 2
17,3 FABPH_MOUSE Fatty acid-binding protein, heart 2
8,1 ENOA_MOUSE Alpha-enolase 2
2,4 CACP_MOUSE Carnitine O-acetyltransferase 1
14 MYPC3_MOUSE Myosin-binding protein C, cardiac-type 1
1,4 LONM_MOUSE Lon protease homolog, mit 1
2,4 SUCB1_MOUSE Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mit 1
2,9 ACOT2_MOUSE Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mit 1
7,4 CY1_MOUSE Cytochrome c1, heme protein, mit 1
4,6 PTRF_MOUSE Polymerase | and transcript release factor 1
4,3 PHB2_MOUSE Prohibitin-2 1
3,7 DLDH_MOUSE Dihydrolipoyl dehydrogenase, mit 1
31 PCCB_MOUSE Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mit 1
2,8 ODP2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mit 1
35 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 1
3,6 CD36_MOUSE Platelet glycoprotein 4 1
3,2 ACADS_MOUSE Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 1
4,4 PHB_MOUSE Prohibitin 1
2,6 CPT2_MOUSE Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mit 1
2,8 ODPA_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, mit 1
54 PRDX3_MOUSE Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mit 1
71 COX41_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mit 1
6,3 SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mit 1
1.3 CO3_MOUSE Complement C3 1
1,5 SRCA_MOUSE Sarcalumenin 1
2,6 HS90B_MOUSE Heat shock protein HSP 90-beta 1
2,4 MMSA_MOUSE Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mit 1

1 KCMA1_MOUSE Calcium-activated potassium channel subunit alpha-1 1
2,7 ALDH2_MOUSE Aldehyde dehydrogenase, mit 1
3,5 NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 1
2,6 ACSL1_MOUSE Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 1
8,9 ATPO_MOUSE ATP synthase subunit O, mit 1
6,2 HIBCH_MOUSE 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mit 1
3,2 M20OM_MOUSE Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein 1
4,7 TBA1C_MOUSE Tubulin alpha-1C chain 1
35 NDUS2_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, mit 1
1,8 CMC1_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl 1

Tabla 15. Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 2
KO para TPC1. Se representa el porcentaje de cobertura, el cddigo UniProt, el nombre y el nimero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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47,8 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 21
46,1 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mit 18
38,3 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mit 18
8,8 MYH6_MOUSE Myosin-6 15
22,4 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mit 14
12,4 ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 12
35,1 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mit 12
18,3 ALBU_MOUSE Serum albumin 11
20,6 DHSA_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit 11
16,4 PYGM_MOUSE Glycogen phosphorylase, muscle form 11
25,8 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 10
19,6 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mit 10
75 MYH7_MOUSE Myosin-7 10
19,2 ACTG_MOUSE Actin, cytoplasmic 2 10
16,8 IDHP_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NADP], mit 9
384 NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mit 8
24,9 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 7
20,9 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 7

9 PYGB_MOUSE Glycogen phosphorylase, brain form 7
26,6 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 6
7,9 ODO1_MOUSE 2-oxoglutarate dehydrogenase, mit 6
14,6 ACADV_MOUSE Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 5
19 DESM_MOUSE Desmin 5
11,4 NDUS1_MOUSE NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mit 5
18,1 ECHB_MOUSE Trifunctional enzyme subunit beta, mit 5
31,3 TNNI3_MOUSE Troponin |, cardiac muscle 5
17,4 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 5
18,3 QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 5
15,7 AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 4
12,1 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mit 4
8,7 KPYM_MOUSE Isoform M1 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 4
24,6 ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mit 4

9 TBB2A_MOUSE Tubulin beta-2A chain 4
8,8 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 3
13,9 VDAC1_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 1 3
19,2 ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit beta 3
14,7 PHB2_MOUSE Prohibitin-2 3
10,8 ENOB_MOUSE Beta-enolase 3
15,8 NDUAA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mit 3
14,7 MYL3_MOUSE Myosin light chain 3 3
10,2 ACADS_MOUSE Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 3
29,9 HBB2_MOUSE Hemoglobin subunit beta-2 3
11,4 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3
6,7 SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mit 3
8,3 FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mit 3

8 TBA1C_MOUSE Tubulin alpha-1C chain 2

6 DH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit 2
43 CMC2_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 2
7.9 ACOT2_MOUSE Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mit 2
2,3 LONM_MOUSE Lon protease homolog, mit 2
4,5 SUCB1_MOUSE Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mit 2
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57 TRI72_MOUSE Tripartite motif-containing protein 72 2
6,3 ACADL_MOUSE Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 2
14,2 NDUBA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 2
54 NDUV1_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mit 2
12,3 CY1_MOUSE Cytochrome c1, heme protein, mit 2
6,3 PCCB_MOUSE Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mit 2
14,1 HBA_MOUSE Hemoglobin subunit alpha 2
9,2 LDB3_MOUSE Isoform Cypher2c of LIM domain-binding protein 3 2
3,3 IMMT_MOUSE Isoform 5 of Mitochondrial inner membrane protein 2
22,8 HSPB6_MOUSE Heat shock protein beta-6 2
4,4 CMC1_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl 2
7,1 COX41_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mit 2
2,6 ODO2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, mit
4,5 ODPB_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mit 1
2,1 SAM50_MOUSE Sorting and assembly machinery component 50 homolog 1
5 NDUS2_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, mito 1
15,6 NDUB9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 9 1
1,5 SRCA_MOUSE Sarcalumenin 1
1,3 MYPC3_MOUSE Myosin-binding protein C, cardiac-type 1
3,5 NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 1
2,6 EHD4_MOUSE EH domain-containing protein 4 1
31 THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mit 1
6,2 HIBCH_MOUSE 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mit 1
3,8 RS4X_MOUSE 40S ribosomal protein S4, X isoform 1
2,2 DHE3_MOUSE Glutamate dehydrogenase 1, mit 1
8,9 ATPO_MOUSE ATP synthase subunit O, mit 1
2,6 PGM5_MOUSE Phosphoglucomutase-like protein 5 1
2,7 VDAC2_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 2 1
2,4 CACP_MOUSE Carnitine O-acetyltransferase 1
3,3 DECR_MOUSE 2,4-dienoyl-CoA reductase, mit 1
2 TRFE_MOUSE Serotransferrin 1
31 ETFD_MOUSE Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mit 1
2,8 ODP2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mit 1
3,9 SGCA_MOUSE Alpha-sarcoglycan 1
4,4 PHB_MOUSE Prohibitin 1
53 TNNT2_MOUSE Troponin T, cardiac muscle 1
2,6 HS90B_MOUSE Heat shock protein HSP 90-beta 1
6,1 ECH1_MOUSE Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mit 1
9 NDUAD_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 13 1
6,7 COQ9_MOUSE Ubiquinone biosynthesis protein COQ9, mit 1
3,2 BDH_MOUSE D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase, mit 1
14,6 NDUA4_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 4 1
35 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 1
9,7 H4_MOUSE Histone H4 1
2,6 CPT2_MOUSE Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mit 1
3 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1
6,3 SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mit 1
9,7 MYG_MOUSE Myoglobin 1
0,8 ACD10_MOUSE Acyl-CoA dehydrogenase family member 10 1
2,2 CPT1B_MOUSE Carnitine O-palmitoyltransferase 1, muscle isoform 1
7,1 PGAM2_MOUSE Phosphoglycerate mutase 2 1
4,2 NDUS8_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mit 1
2,6 ACSL1_MOUSE Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 1
1,7 HEMO_MOUSE Hemopexin 1
2,3 PGM1_MOUSE Phosphoglucomutase-1 1
4,1 ENOA_MOUSE Alpha-enolase 1

Tabla 16. Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 3
KO para TPC1. Se representa el porcentaje de cobertura, el cddigo UniProt, el nombre y el nimero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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20,1 MYH6_MOUSE Myosin-6 38
16,2 MYH7_MOUSE Myosin-7 29
50,1 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mit 23
53,6 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 23
36,7 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mit 21
21,9 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mit 13
16,2 ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 12
29,9 DESM_MOUSE Desmin 11
35,5 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 10
20,4 ALBU_MOUSE Serum albumin 10
22,4 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mit 9
15,3 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mit 8
315 ADT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 8
18,6 ACADV_MOUSE Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 7
20,7 ENOB_MOUSE Beta-enolase 6
14,6 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 6

8 ODO1_MOUSE 2-oxoglutarate dehydrogenase, mit 6
13,8 FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mit 5
15,6 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mit 5
6,1 PYGB_MOUSE Glycogen phosphorylase, brain form 4
25 MYL3_MOUSE Myosin light chain 3 4
11,6 ACADL_MOUSE Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 4
7,4 TBB2C_MOUSE Tubulin beta-2C chain 4
11,1 LDHB_MOUSE L-lactate dehydrogenase B chain 4
17,4 MYOZzZ2_MOUSE Myozenin-2 3
10,7 ECHB_MOUSE Trifunctional enzyme subunit beta, mit 3
131 AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 3
7,3 NDUS1_MOUSE NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mit 3
23,2 TNNI3_MOUSE Troponin |, cardiac muscle 3
7,5 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 3
13 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 3
13,9 VDAC1_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 1 3
8,7 ATPG_MOUSE ATP synthase subunit gamma, mit 3
9,2 KCRM_MOUSE Creatine kinase M-type 3
8,8 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 3
6,9 CMC1_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl 3
8,7 NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mit 3
4,3 PYGM_MOUSE Glycogen phosphorylase, muscle form 3
19,2 ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mit 3
8,3 KPYM_MOUSE Isoform M1 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 3
254 HBA_MOUSE Hemoglobin subunit alpha 3
6,2 IDHP_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NADP], mit 3
10,2 QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 3
54 SUCB1_MOUSE Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mit 3
10,7 IDH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit 3
6,5 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 3
5,8 VIME_MOUSE Vimentin 3
14,1 ENOA_MOUSE Alpha-enolase 3

8 TBA4A_MOUSE Tubulin alpha-4A chain 2

6 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 2

4 IMMT_MOUSE Mitochondrial inner membrane protein 2
8,9 ODPB_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mit 2
3,4 SRCA_MOUSE Sarcalumenin 2
4,1 LDB3_MOUSE LIM domain-binding protein 3 2
11,5 ALDOA_MOUSE Fructose-bisphosphate aldolase A 2
22,1 MYG_MOUSE Myoglobin 2
15 HBB2_MOUSE Hemoglobin subunit beta-2 2
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6,9 SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mit 2
8,7 NDUAA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mit 2
12,3 CY1_MOUSE Cytochrome c1, heme protein, mit 2
17,3 FABPH_MOUSE Fatty acid-binding protein, heart 2
12,9 ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit beta 2
4,1 DHSA_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit 2
7,2 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2
9,2 SUCA_MOUSE Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit alpha, mit 2
4,3 CMC2_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 2

8 TBA1C_MOUSE Tubulin alpha-1C chain 2
3,2 NDUV1_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mit 1

5 NDUS2_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, mit 1
3,2 MMSA_MOUSE Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mit 1
43 DHSB_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mit 1
2,9 MOES_MOUSE Moesin 1
31 TRI72_MOUSE Tripartite motif-containing protein 72 1
4,6 A1AT4_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-4 1
5,6 TNNT2_MOUSE Isoform A3B of Troponin T, cardiac muscle 1
4,3 PGK1_MOUSE Phosphoglycerate kinase 1 1
4,5 SPA3K_MOUSE Serine protease inhibitor A3K 1
1,2 MYPC3_MOUSE Myosin-binding protein C, cardiac-type 1
1,7 HEMO_MOUSE Hemopexin 1
57 THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mit 1
4,2 NDUS8_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mit 1
14 LONM_MOUSE Lon protease homolog, mit 1
2,1 SAM50_MOUSE Sorting and assembly machinery component 50 homolog 1
35 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 1
3,6 CD36_MOUSE Platelet glycoprotein 4 1
3,2 ACADS_MOUSE Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 1
4,4 PHB_MOUSE Prohibitin 1

& CH60_MOUSE 60 kDa heat shock protein, mit 1
2,6 ACSL1_MOUSE Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 1
6,3 SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mit 1
4,3 PHB2_MOUSE Prohibitin-2 1
2,9 ACOT2_MOUSE Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mit 1
3,5 NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 1
31 PCCB_MOUSE Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mit 1
23 ARHL1_MOUSE [Protein ADP-ribosylarginine] hydrolase-like protein 1 1
14,9 CRYAB_MOUSE Alpha-crystallin B chain 1
54 PRDX3_MOUSE Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mit 1
7,1 COX41_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mit 1
8,9 ATPO_MOUSE ATP synthase subunit O, mit 1
2,6 EHD4_MOUSE EH domain-containing protein 4 1
9,7 H4_MOUSE Histone H4 1
4,2 DECR_MOUSE 2,4-dienoyl-CoA reductase, mit 1
15 HSP7C_MOUSE Heat shock cognate 71 kDa protein 1
3,2 M20OM_MOUSE Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein 1
31 ETFD_MOUSE Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mit 1
0,7 DOC11_MOUSE Dedicator of cytokinesis protein 11 1
4,3 GDIB_MOUSE Rab GDP dissociation inhibitor beta 1
3,6 PGES2_MOUSE Prostaglandin E synthase 2 1
6,2 HIBCH_MOUSE 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mit 1

4 NIT2_MOUSE Omega-amidase NIT2 1
0,9 RBM20_MOUSE Probable RNA-binding protein 20 1
10 HCD2_MOUSE 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 1

Tabla 17. Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 1
wt para TPC1/2. Se representa el porcentaje de cobertura, el cédigo UniProt, el nombre y el nUmero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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28,5 MYH6_MOUSE Myosin-6 62
21,9 MYH7_MOUSE Myosin-7 46
57 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 27
42,3 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mit 20
35,6 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mito 20
25,5 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mito 15
47 ADT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 15
18 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mi 12
19,4 ALBU_MOUSE Serum albumin 9
17,9 IDHP_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NADP], mit 9
11 ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 8
25,2 DESM_MOUSE Desmin 8
22,9 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mit 7
30,6 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 7
19,2 ACTG_MOUSE Actin, cytoplasmic 2 7
28,7 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 6
17,9 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 6
7,5 ODO1_MOUSE 2-oxoglutarate dehydrogenase, mit 5
6,3 MYPC3_MOUSE Myosin-binding protein C, cardiac-type 5
14,4 ACADL_MOUSE Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 5
25 MYL3_MOUSE Myosin light chain 3 5
22,2 ADT2_MOUSE ADP/ATP translocase 2 5
15,2 KCRM_MOUSE Creatine kinase M-type 4
59 PYGM_MOUSE Glycogen phosphorylase, muscle form 4
18,6 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mito 4
12 ACADV_MOUSE Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 4
17,4 MYOZz2_MOUSE Myozenin-2 4
35,7 MYG_MOUSE Myoglobin 4
23,4 ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mit 4
20,3 VDAC1_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 1 4
17,7 AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 4
18,2 ENOB_MOUSE Beta-enolase 4
33,5 ATP5H_MOUSE ATP synthase subunit d, mit 4
13,4 ODPB_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mit 4
12,3 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 4
35,5 MLRV_MOUSE Myosin regulatory light chain 2, ventricular/cardiac muscle isoform 4
9,5 ECHB_MOUSE Trifunctional enzyme subunit beta, mit 3
11,4 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 3

7 TBB2C_MOUSE Tubulin beta-2C chain 3
12,3 IDH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit 3
15,7 ALDOA_MOUSE Fructose-bisphosphate aldolase A 3
8,4 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 3
25,9 HBB1_MOUSE Hemoglobin subunit beta-1 3
13,7 NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mit 3
10,8 DECR_MOUSE 2,4-dienoyl-CoA reductase, mit 3
12,7 PGK1_MOUSE Phosphoglycerate kinase 1 3

9 SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mit 3
9,5 FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mit 3
9,8 CY1_MOUSE Cytochrome c1, heme protein, mit 3
14,1 ENOA_MOUSE Alpha-enolase 3

(ContinlGia en la pagina siguiente)
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57 KPYM_MOUSE Pyruvate kinase isozymes M1/M2 2
4 IMMT_MOUSE Mitochondrial inner membrane protein 2
52 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mi 2
5 ATPG_MOUSE ATP synthase subunit gamma, mit 2
1,9 PYGB_MOUSE Glycogen phosphorylase, brain form 2
3,9 TRFE_MOUSE Serotransferrin 2
10 TNNT2_MOUSE Troponin T, cardiac muscle 2
4,1 LDB3_MOUSE LIM domain-binding protein 3 2
9,2 DHSB_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mit 2
54 NDUV1_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mit 2
4,4 NDUS1_MOUSE NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mit 2
2,8 AT2A2_MOUSE Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 2
6,5 CH60_MOUSE 60 kDa heat shock protein, mit 2
9,3 ODO2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, mit
10,2 A1AT5_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-5 2
15,6 TNNI3_MOUSE Troponin |, cardiac muscle 2
6,5 CASQ2_MOUSE Calsequestrin-2 2
4,9 CPT2_MOUSE Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mit 2
5 GRP75_MOUSE Stress-70 protein, mit 2
12,9 HSPB1_MOUSE Heat shock protein beta-1 2
6,9 LDHB_MOUSE L-lactate dehydrogenase B chain 2
5,8 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 2
5,8 VIME_MOUSE Vimentin 2
4,3 SUCA_MOUSE Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit alpha, mit 2
4 QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 2
7,1 COX41_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mit 2
2,2 HSP7C_MOUSE Heat shock cognate 71 kDa protein 1
3,3 BA1C_MOUSE Tubulin alpha-1C chain 1
1,7 MOES_MOUSE Moesin 1
4,7 PGAM2_MOUSE Phosphoglycerate mutase 2 1
4,5 SPA3M_MOUSE Serine protease inhibitor ASM 1
2,1 DHSA_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit 1
8 NDUBA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 1
2,1 TERA_MOUSE Transitional endoplasmic reticulum ATPase 1
1,7 ACSL6_MOUSE Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 6 1
8,9 ATPO_MOUSE ATP synthase subunit O, mit 1
1,4 LONM_MOUSE Lon protease homolog, mit 1
2,8 ODP2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mit 1
2,8 PGS2_MOUSE Decorin 1
4,3 PHB2_MOUSE Prohibitin-2 1
2,4 SUCB1_MOUSE Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mit 1
2,4 MMSA_MOUSE Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mit 1
8,2 ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit beta 1
59 AT5F1_MOUSE ATP synthase subunit b, mit 1
31 ETFD_MOUSE Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mit 1
1,7 HEMO_MOUSE Hemopexin 1
58 BDH_MOUSE D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase, mit 1
35 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 1
3,6 CD36_MOUSE Platelet glycoprotein 4 1

(Contintia en la pagina siguiente)
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8,1 PRDX5_MOUSE Peroxiredoxin-5, mit 1
54 RDX3_MOUSE Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mit 1
10,6 HBA_MOUSE Hemoglobin subunit alpha 1
3,5 NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 1
8,1 NDUV2_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2, mit 1
9,8 ES1 _MOUSE ES1 protein homolog, mit 1
57 THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mit 1
2,9 HIBCH_MOUSE 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mit 1
6,7 COQ9_MOUSE Ubiquinone biosynthesis protein COQ9, mit 1
7,2 ECHM_MOUSE Enoyl-CoA hydratase, mit 1
4,2 EFTU_MOUSE Elongation factor Tu, mit 1
14,6 NDUA4_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 4 1
31 TRI72_MOUSE Tripartite motif-containing protein 72 1
3,2 ACADS_MOUSE Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 1
53 APOA1_MOUSE Apolipoprotein A-1 1
25 SMYD1_MOUSE SET and MYND domain-containing protein 1 1
9,7 H4_MOUSE Histone H4 1
2,8 ODPA_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, mit 1
3,9 BASI_MOUSE Basigin 1
6,3 SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mit 1
4,4 COX2_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 2 1
6,1 ECH1_MOUSE Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mit 1
4,5 MPCP_MOUSE Phosphate carrier protein, mit 1
4,3 GDIB_MOUSE Rab GDP dissociation inhibitor beta 1
31 PCCB_MOUSE Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mit 1
7,6 PRDX6_MOUSE Peroxiredoxin-6 1
31 EHD2_MOUSE EH domain-containing protein 2 1
0,8 ACD10_MOUSE Acyl-CoA dehydrogenase family member 10 1
2,9 MUCM_MOUSE Ig mu chain C region membrane-bound form 1
1,2 TGM2_MOUSE Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 1
4,6 HPT_MOUSE Haptoglobin 1
6,2 NDUAA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mit 1
0,7 B3A2_MOUSE Isoform C2 of Anion exchange protein 2 1
4,2 NDUS8_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mit 1
25 CMC2_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 1
1,6 COOA1_MOUSE Collagen alpha-1(XXIV) chain 1

Tabla 18 Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 2
wt para TPC1/2. Se representa el porcentaje de cobertura, el cédigo UniProt, el nombre y el nUmero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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44,3 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mit 27
48,8 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 23
42,5 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mit 17
26,9 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mit 15
71 MYH6_MOUSE Myosin-6 13
14,9 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mit 10
19,7 ALBU_MOUSE Serum albumin 9
20,5 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mit 7
18,5 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 7
29,9 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 7
25,5 DT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 7
11,3 IDHP_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NADP], mit 7
8,5 ODO1_MOUSE 2-oxoglutarate dehydrogenase, mit 6
24 NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mit 6
8,6 ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 6
14,1 DESM_MOUSE Desmin 5
245 ALDOA_MOUSE Fructose-bisphosphate aldolase A 5
13,2 NDUS1_MOUSE NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mit 5
11,7 ACADV_MOUSE Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 4
4,9 PYGM_MOUSE Glycogen phosphorylase, muscle form 4
6,9 SRCA_MOUSE Sarcalumenin 4
17,7 AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 4
11,4 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 4
12,1 ACADL_MOUSE Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 4
14,7 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3
10,9 TBA4A_MOUSE Tubulin alpha-4A chain 3
18 ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mit 3
4,1 LDB3_MOUSE LIM domain-binding protein 3 3
8,9 ODPB_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mit 3
10,9 TBA1B_MOUSE Tubulin alpha-1B chain 3
53 IMMT_MOUSE Mitochondrial inner membrane protein 2
4,6 CPT2_MOUSE Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mit 2

6 IDH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit 2

8 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 2

5 HEMO_MOUSE Hemopexin 2

5 CMC1_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl 2

5 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 2
12,5 MYOZ2_MOUSE Myozenin-2 2
8,2 QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 2
4,3 GRP75_MOUSE Stress-70 protein, mit 2
52 TBB4_MOUSE Tubulin beta-4 chain 2
57 PHB2_MOUSE Prohibitin-2 2
57 DHSA_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit 2
7,6 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mit 2
7.4 MYL3_MOUSE Myosin light chain 3 2
12,9 ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit beta 2
12,3 CY1_MOUSE Cytochrome c1, heme protein, mit 2
9,4 IDH3G_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma, mit 2
8,1 ENOA_MOUSE Alpha-enolase 2
31 PYGB_MOUSE Glycogen phosphorylase, brain form 2

(ContinlGia en la pagina siguiente)
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34 KCRM_MOUSE Creatine kinase M-type 1

4 SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mit 1
34 ECHB_MOUSE Trifunctional enzyme subunit beta, mit 1
2,6 KPYM_MOUSE Isoform M1 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 1
4,2 EFTU_MOUSE Elongation factor Tu, mit 1
3,6 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1
2,4 MMSA_MOUSE Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mit 1
5,9 AT5F1_MOUSE ATP synthase subunit b, mit 1

2 TRFE_MOUSE Serotransferrin 1
57 THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mit 1
2,6 FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mit 1
11,7 MYG_MOUSE Myoglobin 1

8 NDUBA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 1
7,2 ECHM_MOUSE Enoyl-CoA hydratase, mit 1
35 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 1
3,6 CD36_MOUSE Platelet glycoprotein 4 1
4,5 SPA3M_MOUSE Serine protease inhibitor A3M 1
6,3 SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mit 1
6,8 HBE_MOUSE Hemoglobin subunit epsilon-Y2 1
Bi5) NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 1
31 ETFD_MOUSE Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mit 1
2,8 ODP2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mit 1
4,7 PGAM2_MOUSE Phosphoglycerate mutase 2 1
31 PCCB_MOUSE Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mit 1
2,6 ACS2L_MOUSE Acetyl-coenzyme A synthetase 2-like, mit 1
2,4 CACP_MOUSE Carnitine O-acetyltransferase 1
1,7 SBP2_MOUSE Selenium-binding protein 2 1
55 NDUB6_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 6 1

4 IGG2B_MOUSE lg gamma-2B chain C region 1
2,9 MOES_MOUSE Moesin 1
51 ACOT2_MOUSE Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mit 1
5,6 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 1

Tabla 19. Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 3
wt para TPC1/2. Se representa el porcentaje de cobertura, el cédigo UniProt, el nombre y el nimero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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26,8 MYH6_MOUSE Myosin-6 52
20 MYH7_MOUSE Myosin-7 38
50,9 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mit 29
56,8 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 28
34,9 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mit 21
27,8 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mit 14
23,2 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mit 14
29,9 ADT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 14
23,7 ACTG_MOUSE Actin, cytoplasmic 2 13
19,1 ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 11
18,8 ALBU_MOUSE Serum albumin 10
41,9 VDAC1_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 1 9
19,6 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mit 8
61,9 HBB1_MOUSE Hemoglobin subunit beta-1 8
19,6 HEMO_MOUSE Hemopexin 8
47 MLRV_MOUSE Myosin regulatory light chain 2, ventricular/cardiac muscle isoform 8
314 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 7
15 IDHP_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NADP], mit 7
20,8 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 7
6,3 MYPC3_MOUSE Myosin-binding protein C, cardiac-type 6
26,7 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mitochondrial 6
21,8 DESM_MOUSE Desmin 6
20 KCRM_MOUSE Creatine kinase M-type 6
24,7 NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mit 6
21,7 ECHB_MOUSE Trifunctional enzyme subunit beta, mit 6
33,8 MYL3_MOUSE Myosin light chain 3 6
12,1 HSP7C_MOUSE Heat shock cognate 71 kDa protein 6
12,1 ACADL_MOUSE Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 6
7,2 ODO1_MOUSE 2-oxoglutarate dehydrogenase, mit 6
21,8 AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 6
19,5 FIBG_MOUSE Fibrinogen gamma chain 6
18,5 FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mit 6
21,9 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 6
19,7 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 5]
15,9 ACADV_MOUSE Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 5
7,7 AT2A2_MOUSE Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 5]
27,9 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 5
16 TBB2C_MOUSE Tubulin beta-2C chain 5]
19,8 ALDOA_MOUSE Fructose-bisphosphate aldolase A 5
17,3 TNNT2_MOUSE Troponin T, cardiac muscle 5
42,2 ATP5H_MOUSE ATP synthase subunit d, mit 5
23,1 ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mit 4
15,6 FIBB_MOUSE Fibrinogen beta chain 4
17,5 ENOB_MOUSE Beta-enolase 4
45,8 HBA_MOUSE Hemoglobin subunit alpha 4
7,1 GRP75_MOUSE Stress-70 protein, mit 4
10 KPYM_MOUSE Pyruvate kinase isozymes M1/M2 4
12,1 QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 4
52 PYGB_MOUSE Glycogen phosphorylase, brain form 4
4,7 ACTN4_MOUSE Alpha-actinin-4 4
24,6 TNNI3_MOUSE Troponin |, cardiac muscle 3
16,9 CY1_MOUSE Cytochrome c1, heme protein, mit 3
8,4 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 3
58 SRCA_MOUSE Sarcalumenin 3
11,4 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 3
9,9 M20OM_MOUSE Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein 3
20,9 TPIS_MOUSE Triosephosphate isomerase 3
10,8 DECR_MOUSE 2,4-dienoyl-CoA reductase, mit 3

(ContintGia en la pagina siguiente)
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15,5 A1AT3_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-3 3
13,7 IDH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit 3
11,5 PGK1_MOUSE Phosphoglycerate kinase 1 3
4,1 LDB3_MOUSE LIM domain-binding protein 3 3
22,1 MYG_MOUSE Myoglobin 3
17,7 MLRA_MOUSE Myosin regulatory light chain 2, atrial isoform 3
6,5 CASQ2_MOUSE Calsequestrin-2 2
4,1 NDUS1_MOUSE NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mit 2
13,3 MYOZ2_MOUSE Myozenin-2 2
6,5 DHSA_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit 2
9,2 DHSB_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mit 2
10,6 TPM1_MOUSE Tropomyosin alpha-1 chain 2
9,3 ODO2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, mit
19,2 ES1_MOUSE ES1 protein homolog, mit 2
8,9 ODPB_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mit 2
9,2 THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mit 2
11,6 A1AG1_MOUSE Alpha-1-acid glycoprotein 1 2
6,8 CD36_MOUSE Platelet glycoprotein 4 2

8 UCRI_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mit 2
9,3 BDH_MOUSE D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase, mit 2
9,2 HPT_MOUSE Haptoglobin 2
6,8 HS90B_MOUSE Heat shock protein HSP 90-beta 2
4.8 IMMT_MOUSE Mitochondrial inner membrane protein 2

5 MMSA_MOUSE Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mit 2
9,2 SUCA_MOUSE Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit alpha, mit 2
6,9 SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mit 2
5,8 VIME_MOUSE Vimentin 2

5 CMC1_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl 2
7,7 ATPG_MOUSE ATP synthase subunit gamma, mit 2
18,7 MYL4_MOUSE Myosin light chain 4 2
0,9 LONM_MOUSE Lon protease homolog, mit 1
47 BA1C_MOUSE Tubulin alpha-1C chain 1
2,1 CH60_MOUSE 60 kDa heat shock protein, mit 1
58 NDUV1_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mit 1
2,6 ODPA_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, mit 1
1,2 MYOM1_MOUSE Myomesin-1 1
2,9 MOES_MOUSE Moesin 1
31 EHD2_MOUSE EH domain-containing protein 2 1
6,1 ECH1_MOUSE Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mit 1
2,4 CACP_MOUSE Carnitine O-acetyltransferase 1

2 VINC_MOUSE Vinculin 1
3,2 ACADS_MOUSE Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 1
35 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 1
1,1 CO6A1_MOUSE Collagen alpha-1(VI) chain 1
2,1 TERA_MOUSE Transitional endoplasmic reticulum ATPase 1
2,7 CALX_MOUSE Calnexin 1
2,2 ANXA6_MOUSE Annexin A6 1
4,3 PHB2_MOUSE Prohibitin-2 1
2,9 ACOT2_MOUSE Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mit 1
8,2 ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit beta 1
59 AT5F1_MOUSE ATP synthase subunit b, mit 1

2 TRFE_MOUSE Serotransferrin 1
31 ETFD_MOUSE Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mit 1
2,9 HIBCH_MOUSE 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mit 1
34 AL4A1_MOUSE Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, mit 1
7,8 GSTM7_MOUSE Glutathione S-transferase Mu 7 1

(Contintia en la pagina siguiente)
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53 APOA1_MOUSE Apolipoprotein A-| 1
3,9 1433E_MOUSE 14-3-3 protein epsilon 1
2,8 PGS2_MOUSE Decorin 1
3,9 BASI_MOUSE Basigin 1
3,3 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 1

9 TAGL2_MOUSE Transgelin-2 1
35 NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 1

8 NDUBA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 1
8,9 ATPO_MOUSE ATP synthase subunit O, mit 1
11,9 H2B3A_MOUSE Histone H2B type 3-A 1
4,5 MPCP_MOUSE Phosphate carrier protein, mit 1
6,7 COQ9_MOUSE Ubiquinone biosynthesis protein COQ9, mit 1
2,8 ODP2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mit 1
7,2 ECHM_MOUSE Enoyl-CoA hydratase, mit 1
4,2 EFTU_MOUSE Elongation factor Tu, mit 1
4,3 GDIB_MOUSE Rab GDP dissociation inhibitor beta 1
8,1 PRDX5_MOUSE Peroxiredoxin-5, mit 1
2,7 ALDH2_MOUSE Aldehyde dehydrogenase, mit 1
2,6 ACSL1_MOUSE Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 1
2,7 HYES_MOUSE Epoxide hydrolase 2 1
3,8 VTNC_MOUSE Vitronectin 1
8,1 HSPB1_MOUSE Heat shock protein beta-1 1
3,6 AT1B1_MOUSE Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 1
6,3 SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mit 1
41 ANXA2_MOUSE Annexin A2 1
8,8 COX2_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 2 1
3,9 LGMN_MOUSE Legumain 1
4,6 PTRF_MOUSE Polymerase | and transcript release factor 1
6,8 FABPH_MOUSE Fatty acid-binding protein, heart 1
4,5 SPA3M_MOUSE Serine protease inhibitor ASM 1
4,2 NDUS8_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mit 1
3,7 DLDH_MOUSE Dihydrolipoyl dehydrogenase, mi 1
6,8 VDAC2_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 2 1
4,6 PURA1_MOUSE Adenylosuccinate synthetase isozyme 1 1

0 TITIN_MOUSE Titin 1
3,3 CPT2_MOUSE Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mit 1
4,6 VTDB_MOUSE Vitamin D-binding protein 1
16,3 CX6B1_MOUSE Cytochrome c oxidase subunit 6B1 1
7,1 PGAM2_MOUSE Phosphoglycerate mutase 2 1

6 EF1A2_MOUSE Elongation factor 1-alpha 2 1

3 GABT_MOUSE 4-aminobutyrate aminotransferase, mit 1
1,3 AF1L2_MOUSE Actin filament-associated protein 1-like 2 1
2,5 CMC2_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 1

Tabla 20. Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 1
KO para TPC1/2. Se representa el porcentaje de cobertura, el cédigo UniProt, el nombre y el nUmero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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29,3 MYH6_MOUSE Myosin-6 50
55,2 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 37
19 MYH7_MOUSE Myosin-7 32
53,7 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mit 29
35,3 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mit 25
38,6 ADT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 17
22,4 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mit 15
26,7 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mit 14
19,4 ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 14
28,9 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mit 12
13,7 MYPC3_MOUSE Myosin-binding protein C, cardiac-type 11
48,7 VDAC1_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 1 11
21,2 ALBU_MOUSE Serum albumin 10
15,2 ACTG_MOUSE Actin, cytoplasmic 2 10
19,5 ACADL_MOUSE Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 9
35,3 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mit 9
34 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 8
33,6 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 8
29,7 ENOB_MOUSE Beta-enolase 7
11,8 PYGM_MOUSE Glycogen phosphorylase, muscle form 7
18,5 ACADV_MOUSE Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 7
23,7 DESM_MOUSE Desmin 7
21,7 ECHB_MOUSE Trifunctional enzyme subunit beta, mit 7
25,8 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 7
20,5 FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mit 7
20,6 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 7
54,7 ATP5H_MOUSE ATP synthase subunit d, mit 7
41,2 MYL3_MOUSE Myosin light chain 3 6
135 IDHP_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NADP], mit 6
33 ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mit 6
27,1 AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 6
0,3 TITIN_MOUSE Titin 6
17,9 TNNT2_MOUSE Troponin T, cardiac muscle 6
16 TBB2C_MOUSE Tubulin beta-2C chain 6
17,2 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 6
19,8 SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mit 6
8,5 ODO1_MOUSE 2-oxoglutarate dehydrogenase, mit 5
19,9 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 5
16,8 A1AT3_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-3 5
14,5 KPYM_MOUSE Isoform M1 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 5
16,3 KCRM_MOUSE Creatine kinase M-type 5
19,8 NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mit 5
16,3 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 5
47 MLRV_MOUSE Myosin regulatory light chain 2, ventricular/cardiac muscle isoform 5
14 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 5
29,2 CY1_MOUSE Cytochrome c1, heme protein, mit 5
27,9 HBB1_MOUSE Hemoglobin subunit beta-1 5
15,8 DECR_MOUSE 2,4-dienoyl-CoA reductase, mit 4
20,4 TPM1_MOUSE Tropomyosin alpha-1 chain 4
8,3 NDUS1_MOUSE NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mit 4
7,3 SRCA_MOUSE Sarcalumenin 4
13,7 EFTU_MOUSE Elongation factor Tu, mit 4
10,4 HSP7C_MOUSE Heat shock cognate 71 kDa protein 4
7,4 GRP75_MOUSE Stress-70 protein, mit 4

(Contintia en la pagina siguiente)
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12,7
12,1
12,5
14,4
157
5,7
6,2
7,2
423
182
14,6
9,9
8,2
3,9
9,2
8,9
11,3
6,5
9,2
48
15,6
6,4
5,2

6,6
10

22,1
6,5
19,2
52
17,7
13,2
6,8
4,8
7,2
2,3
16,9

13,5
8,7
4,9
14,2
4,3
71

2,1
2,8
5,8
8,1
7,2
8,1
8,2

PGK1_MOUSE
QCR2_MOUSE
NDUV1_MOUSE
THIL_MOUSE
ALDOA_MOUSE
AT2A2_MOUSE
IMMT_MOUSE
CACP_MOUSE
HBA_MOUSE
MYOZ2_MOUSE
SPA3K_MOUSE
M20OM_MOUSE
CPT2_MOUSE
PYGB_MOUSE
LDB3_MOUSE
ODPB_MOUSE
ENOA_MOUSE
DHSA_MOUSE
DHSB_MOUSE
HS90B_MOUSE
TNNI3_MOUSE
ECH1_MOUSE
ALDH2_MOUSE
SUCB1_MOUSE
ACOT2_MOUSE
NDRG2_MOUSE
IDH3A_MOUSE
MYG_MOUSE
CASQ2_MOUSE
ES1_MOUSE
EHD2_MOUSE
TPIS_MOUSE
COX2_MOUSE
CD36_MOUSE
TERA_MOUSE
LDHB_MOUSE
LONM_MOUSE
ATPO_MOUSE
TBA1C_MOUSE
FABPH_MOUSE
ATPG_MOUSE
GRP78_MOUSE
NDUBA_MOUSE
SUCA_MOUSE
COX41_MOUSE
TBA4A_MOUSE
CH60_MOUSE
CMC2_MOUSE
BDH_MOUSE
NDUV2_MOUSE
ECHM_MOUSE
HSPB1_MOUSE
ETFB_MOUSE

Phosphoglycerate kinase 1
Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit
NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mit
Acetyl-CoA acetyltransferase, mit
Fructose-bisphosphate aldolase A
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2
Mitochondrial inner membrane protein
Carnitine O-acetyltransferase
Hemoglobin subunit alpha
Myozenin-2
Serine protease inhibitor A3K
Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein
Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mit
Glycogen phosphorylase, brain form
Isoform Cypher2c of LIM domain-binding protein 3
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mit
Alpha-enolase
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mit
Heat shock protein HSP 90-beta
Troponin |, cardiac muscle
Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mit
Aldehyde dehydrogenase, mit
Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mit
Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mit
Protein NDRG2
Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit
Myoglobin
Calsequestrin-2
ES1 protein homolog, mit
EH domain-containing protein 2
Triosephosphate isomerase
Cytochrome c oxidase subunit 2
Platelet glycoprotein 4
Transitional endoplasmic reticulum ATPase
L-lactate dehydrogenase B chain
Lon protease homolog, mit
ATP synthase subunit O, mit
Tubulin alpha-1C chain
Fatty acid-binding protein, heart
ATP synthase subunit gamma, mit
78 kDa glucose-regulated protein
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10
Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit alpha, mit
Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mit
Tubulin alpha-4A chain
60 kDa heat shock protein, mit
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2
D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase, mit
NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2, mit
Enoyl-CoA hydratase, mit
Heat shock protein beta-1
Electron transfer flavoprotein subunit beta
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14 CPT1B_MOUSE Carnitine O-palmitoyltransferase 1, muscle isoform 1
34 AL4A1_MOUSE Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, mit 1
2,7 CMC1_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl 1
7,8 GSTM2_MOUSE Glutathione S-transferase Mu 2 1
3,7 DLDH_MOUSE Dihydrolipoyl dehydrogenase, mit 1
4,7 APOO_MOUSE Apolipoprotein 1
5,9 AT5F1_MOUSE ATP synthase subunit b, mir 1
31 ETFD_MOUSE Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mit 1
4,3 GDIB_MOUSE Rab GDP dissociation inhibitor beta 1
8,1 PRDX5_MOUSE Peroxiredoxin-5, mit 1
4,4 PHB_MOUSE Prohibitin 1
54 PRDX3_MOUSE Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mit 1
3,9 |BASI_MOUSE Basigin 1
3,6 AT1B1_MOUSE Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 1
6,3 SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mit 1
4,3 PHB2_MOUSE Prohibitin-2 1
6,9 NQO2_MOUSE Ribosyldihydronicotinamide dehydrogenase [quinone] 1
2,4 MMSA_MOUSE Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mit 1
4,6 ODO2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, mit
4,5 MPCP_MOUSE Phosphate carrier protein, mit 1
1,7 ACD10_MOUSE Acyl-CoA dehydrogenase family member 10 1
2,8 ODP2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mit 1
14,6 NDUA4_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 4 1
35 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 1
3,2 ACADS_MOUSE Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 1
53 APOA1_MOUSE Apolipoprotein A-1 1
2,5 SMYD1_MOUSE SET and MYND domain-containing protein 1 1
59 IDH3G_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma, mit 1
2,6 ACSL1_MOUSE Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 1
2,8 NP1L1_MOUSE Nucleosome assembly protein 1-like 1 1
2,9 MOES_MOUSE Moesin 1
4,1 G6PI_MOUSE Glucose-6-phosphate isomerase 1
7,1 PGAM2_MOUSE Phosphoglycerate mutase 2 1
7,7 HCD2_MOUSE 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 1
1,7 HEMO_MOUSE Hemopexin 1

9 NDUAD_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 13 1
2,9 HIBCH_MOUSE 3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mit 1
51 UCRI_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit Rieske, mit 1
2,3 ARHL1_MOUSE [Protein ADP-ribosylarginine] hydrolase-like protein 1 1
31 TRI72_MOUSE Tripartite motif-containing protein 72 1
31 PCCB_MOUSE Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mit 1
1,9 EF2_MOUSE Elongation factor 2 1
9,3 KAD1_MOUSE Adenylate kinase isoenzyme 1 1
47 C1QBP_MOUSE Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mit 1
34 JPH2_MOUSE Junctophilin-2 1

3 VIME_MOUSE Vimentin 1
15,4 CRIP2_MOUSE Cysteine-rich protein 2 1
0,8 FLNC_MOUSE Filamin-C 1

Tabla 21 Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 2
KO para TPC1/2. Se representa el porcentaje de cobertura, el cédigo UniProt, el nombre y el nimero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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71,9 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 50
21,7 MYH6_MOUSE Myosin-6 39
47,2 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mit 35
54,3 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mit 34
43,9 ACON_MOUSE Aconitate hydratase, mit 30
25,7 ACTN2_MOUSE Alpha-actinin-2 22
32,4 ECHA_MOUSE Trifunctional enzyme subunit alpha, mit 22
40,6 KCRS_MOUSE Creatine kinase S-type, mit 14
16,6 IDHP_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NADP], mit 14
30,1 ALBU_MOUSE Serum albumin 13
13,2 ODO1_MOUSE 2-oxoglutarate dehydrogenase, mit 10
26,3 QCR1_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mit 10
13,3 PYGM_MOUSE Glycogen phosphorylase, muscle form 9
7,7 ACTN1_MOUSE Alpha-actinin-1 9
215 ACADV_MOUSE Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 8
8,3 MYPC3_MOUSE Myosin-binding protein C, cardiac-type 8
245 DESM_MOUSE Desmin 8
20 ECHB_MOUSE Trifunctional enzyme subunit beta, mit 8
32,5 MDHM_MOUSE Malate dehydrogenase, mit 7
18,8 ADT1_MOUSE ADP/ATP translocase 1 7
31,7 THIM_MOUSE 3-ketoacyl-CoA thiolase, mit 7
26,4 AATC_MOUSE Aspartate aminotransferase, cytoplasmic 7
20,1 QCR2_MOUSE Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mit 7
15,1 ACADL_MOUSE Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 7
135 TRFE_MOUSE Serotransferrin 6
13,3 NDUS1_MOUSE NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mit 6
13,2 CPT2_MOUSE Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mit 6
20,5 NDUS3_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mit 5
9,1 SRCA_MOUSE Sarcalumenin 5
27,5 MYL3_MOUSE Myosin light chain 3 5
8,4 LDB3_MOUSE LIM domain-binding protein 3 5
13,9 DHSA_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit, mit 5
7,1 GRP75_MOUSE Stress-70 protein, mit 5
10,6 CISY_MOUSE Citrate synthase, mit 4
6,8 HSP7C_MOUSE Heat shock cognate 71 kDa protein 4
17 ALDOA_MOUSE Fructose-bisphosphate aldolase A 4
23,1 ETFA_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mit 4
9,6 ALDH2_MOUSE Aldehyde dehydrogenase, mit 4
10,9 TBA1B_MOUSE Tubulin alpha-1B chain 4
12,8 FUMH_MOUSE Fumarate hydratase, mit 4
16,9 CY1_MOUSE Cytochrome c1, heme protein, mit 4
12,6 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 4
10,5 MDHC_MOUSE Malate dehydrogenase, cytoplasmic 4
12,3 IDH3A_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, mit 3
11,6 KCRM_MOUSE Creatine kinase M-type 3
4,8 CPT1B_MOUSE Carnitine O-palmitoyltransferase 1, muscle isoform 3
4,1 ACSL1_MOUSE Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 3
14,1 ENOB_MOUSE Beta-enolase &
13,3 MYOZ2_MOUSE Myozenin-2 3
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11,4 NDUA9_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 9, mit 3
10,2 HEMO_MOUSE Hemopexin 3
22,3 TNNI3_MOUSE Troponin |, cardiac muscle 3
5 CMC1_MOUSE Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl 3
8,2 CH60_MOUSE 60 kDa heat shock protein, mit 3
19,6 ETFB_MOUSE Electron transfer flavoprotein subunit beta 3
13 THIL_MOUSE Acetyl-CoA acetyltransferase, mit 3
9,7 ODO2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex, mit
7,2 KPYM_MOUSE Isoform M1 of Pyruvate kinase isozymes M1/M2 3
8,9 ODPB_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mit 3
15 HBB2_MOUSE Hemoglobin subunit beta-2 3
3,7 PYGB_MOUSE Glycogen phosphorylase, brain form 3
4,2 CACP_MOUSE Carnitine O-acetyltransferase 2
52 ACADM_MOUSE Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 2
31 AT2A2_MOUSE Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 2
8 NDUV1_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 1, mit 2
53 IMMT_MOUSE Mitochondrial inner membrane protein 2
59 TRI72_MOUSE Tripartite motif-containing protein 72 2
4,5 MOES_MOUSE Moesin 2
7,3 EFTU_MOUSE Elongation factor Tu, mit 2
10 TNNT2_MOUSE Troponin T, cardiac muscle 2
10,8 DECR_MOUSE 2,4-dienoyl-CoA reductase, mit 2
4,2 TERA_MOUSE Transitional endoplasmic reticulum ATPase 2
11,7 IDH3G_MOUSE Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit gamma, mit 2
8,6 AATM_MOUSE Aspartate aminotransferase, mit 2
6,5 DLDH_MOUSE Dihydrolipoyl dehydrogenase, mit 2
5,8 MMSA_MOUSE Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase [acylating], mit 2
4,6 PDLI5_MOUSE PDZ and LIM domain protein 5 2
7,3 HCDH_MOUSE Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mit 2
21,8 HBA_MOUSE Hemoglobin subunit alpha 2
54 SMYD1_MOUSE SET and MYND domain-containing protein 1 2
4,9 ETFD_MOUSE Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mit 2
55 PCCB_MOUSE Propionyl-CoA carboxylase beta chain, mit 2
5,4 TBB4_MOUSE Tubulin beta-4 chain 2
8,7 LDHB_MOUSE L-lactate dehydrogenase B chain 2
4,9 SUCA_MOUSE Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit alpha, mit 2
52 SCOT1_MOUSE Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase 1, mit 1
2,6 EF1A2_MOUSE Elongation factor 1-alpha 2 1
2,7 HYES_MOUSE Epoxide hydrolase 2 1
5,6 UCB1_MOUSE Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mit 1
0,9 LONM_MOUSE Lon protease homolog, mit 1
4,1 PGK1_MOUSE Phosphoglycerate kinase 1 1
5 DHSB_MOUSE Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mit 1
3 VIME_MOUSE Vimentin 1
5,9 AT5F1_MOUSE ATP synthase subunit b, mit 1
2,8 NDUAA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mit 1
2,8 ODP2_MOUSE Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mit 1
2,2 ANXA6_MOUSE Annexin A6 1
Bi5) NDRG2_MOUSE Protein NDRG2 1
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4 NDUS7_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 7, mit 1
2,4 NDUS2_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, mit 1
7,2 ECHM_MOUSE Enoyl-CoA hydratase, mit 1
6,3 ACOT6_MOUSE Isoform 2 of Acyl-coenzyme A thioesterase 6 1
53 A1AT5_MOUSE Alpha-1-antitrypsin 1-5 1
4,4 ALDR_MOUSE Aldose reductase 1
2,1 HS90B_MOUSE Heat shock protein HSP 90-beta 1
4,3 PHB2_MOUSE Prohibitin-2 1

8 NDUBA_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 10 1
6,7 COQ9_MOUSE Ubiquinone biosynthesis protein COQ9, mit 1
14,6 NDUA4_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 4 1
3,7 VDAC1_MOUSE \oltage-dependent anion-selective channel protein 1 1
3,6 CD36_MOUSE Platelet glycoprotein 4 1
3,2 ACADS_MOUSE Short-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mit 1
2,8 ODPA_MOUSE Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, mit 1
3,9 BASI_MOUSE Basigin 1
2,2 CATD_MOUSE Cathepsin D 1
3,6 AT1B1_MOUSE Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-1 1
6,3 SODM_MOUSE Superoxide dismutase [Mn], mit 1

2 VINC_MOUSE Vinculin 1
55 NDUB6_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 6 1
1,8 HSP74_MOUSE Heat shock 70 kDa protein 4 1
45 SPA3M_MOUSE Serine protease inhibitor A3M 1
2,8 PGS2_MOUSE Decorin 1
1,8 FIBG_MOUSE Fibrinogen gamma chain 1
1,7 SBP2_MOUSE Selenium-binding protein 2 1
4,2 NDUS8_MOUSE NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mit 1
2,3 TGM2_MOUSE Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 1

Tabla 22 Proteinas identificadas por LC-MALDI en el ventriculo izquierdo cardiaco del ratén nimero 3
KO para TPC1/2. Se representa el porcentaje de cobertura, el cédigo UniProt, el nombre y el nimero de
péptidos encontrados para cada proteina. mit, mitocondrial.
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