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La atorvastatina previene la reduccion
de los receptores activados por proliferadores
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Introduccion. La activacion del factor nuclear
(NF)-kB desempefia un papel clave en el desarrollo
de la hipertrofia cardiaca. Aunque se ha demostrado
que las estatinas inhiben la hipertrofia cardiaca por
su capacidad para reducir la produccién de especies
reactivas del oxigeno, todavia se desconoce si estos
farmacos previenen la activacién de NF-xB y si la
activacion de este factor de transcripcion esta
relacionada con la reduccién de la actividad de la
via de los receptores activados por los proliferadores
peroxisémicos (PPAR).

Material y método. Este estudio ha examinado el
papel de la atorvastatina sobre la actividad NF-xB
y los PPAR en la hipertrofia cardiaca inducida por
sobrecarga de presion.

Resultados. Los resultados indican que la
atorvastatina inhibe la hipertrofia cardiaca y
previene la reduccion de las concentraciones de
proteina de PPAR oy /3. Ademas, el tratamiento
con atorvastatina evit6 la activacién de NF-kB
durante el desarrollo de la hipertrofia cardfaca,
reduciendo la asociacién protefna-proteina entre
los PPAR y la subunidad p65 de NF-B.
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Conclusiones. Los resultados obtenidos indican
que la interaccién entre NF-kB y los proliferadores
peroxisémicos puede intereferir la capacidad de
transactivacién de los altimos, y provocar una
reduccion en la expresion de sus genes diana
implicados en el metabolismo de los acidos grasos.
Estos cambios se evitaron con atorvastatina.

Palabras clave:
Atorvastatina. NF-kB. PPAR. Hipertrofia cardiaca.

ATORVASTATIN PREVENTS REDUCTION
IN PEROXISOME PROLIFERATOR ACTIVATED
RECEPTORS IN CARDIAC HYPERTROPHY

Introduction. Nuclear factor (NF)-kB signalling
pathway plays a pivotal role in cardiac
hypertrophy. Although statins have been reported
to inhibit cardiac hypertrophy by reducing the
generation of reactive oxygen species, it is not yet
known whether statins prevent NF-B activation
and whether this effect can be related to the
reduction in the peroxisome proliferator-activated
receptor (PPAR) pathway.

Material and method. In this study, we examined
the role of atorvastatin on NF-kB activity and
PPAR signaling in pressure overload-induced
cardiac hypertrophy.

Results. Our findings indicate that atorvastatin
inhibits cardiac hypertrophy and prevents the fall
in protein levels of PPARo and PPARR/S.
Furthermore, atorvastatin treatment avoided
NF-xB activation during cardiac hypertrophy, by
reducing the protein-protein association between
these PPAR subtypes and the p65 subunit of
NF-xB.
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Conclusions. These findings indicate that
negative cross-talk between NF-kB and PPAR may
interfere in the transactivation capacity of the
latter, leading to a fall in the expression of genes
involved in fatty acid metabolism, and that these
changes are prevented by atorvastatin.

Key words:
Atorvastatin. NF-kB. PPAR. Cardiac hypertrophy.

Introduccion

El desarrollo de la hipertrofia cardiaca se consi-
dera una respuesta fisiologica adaptativa a una
gran variedad de estimulos extrinsecos, como la hi-
pertension arterial, la enfermedad cardfaca valvu-
lar, el infarto de miocardio y la miocardiopatia.
Aunque inicialmente el desarrollo de este proceso
puede ser beneficioso, al normalizar el estrés sobre
la pared y preservar una funcién cardiaca normal,
su mantenimiento durante tiempo prolongado es
una de las principales causas de insuficiencia car-
diaca, arritmia y muerte subita'?. Ademas, la hi-
pertrofia cardiaca es un factor de riesgo indepen-
diente de enfermedad cardiovascular, ya que
incrementa la mortalidad cardiovascular mas de 2
veces'?.

Entre las vias de sefializacién implicadas en el
crecimiento hipertréfico del miocardio, la via del
factor nuclear (NF)-xB desempefia un papel clave.
Se ha demostrado que la inhibicién de la actividad
NF-kB bloquea o atentia la respuesta hipertréfica
de los miocitos cardfacos en cultivo*”. La forma ac-
tivada de NF-B es un heterodimero, habitualmente
integrado por 2 proteinas, las subunidades p65 y
p50. En las células no estimuladas, NF-kB se en-
cuentra en el citoplasma unido a IxB, una proteina
inhibidora que evita su entrada en el nudcleo. Sin
embargo, cuando las células son estimuladas, unas
cinasas especificas fosforilan IkB y provocan su de-
gradacion en el proteasoma. La liberacién de IxB
permite al heterodimero NF-kB alcanzar el niicleo,
donde se une a secuencias especificas en el promo-
tor de los genes diana de este factor de transcrip-
cién. A través de este mecanismo, NF-kB desempe-
fia un papel fundamental en el control de las
respuestas inmunes e inflamatorias.

Por otro lado, el desarrollo de la hipertrofia car-
diaca se asocia con un aumento en la utilizacién de
glucosa y un descenso en la oxidacién de acidos
grasos, una caracteristica del corazén fetal®’. La
expresion de los genes cardiacos implicados en el
metabolismo de la glucosa y los acidos grasos se
controla por los receptores activados por prolifera-
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dores peroxisémicos (peroxisome proliferator-acti-
vated receptors [PPAR]). La subfamilia PPAR esta
formada por 3 miembros, PPARa (NR1C1 segtin la
nomenclatura unificada para la superfamilia de los
receptores nucleares), PPARB/d (NR1C2) y PPARy
(NR1C3). PPAR« se expresa principalmente en teji-
dos que poseen una elevada capacidad de cataboli-
zar acidos grasos, como el higado, el rifién, el cora-
z6n y el musculo esquelético'®; PPARP/S se expresa
en la mayorfa de los tejidos, y PPARYy presenta un
patrén de expresion mas restringido, expresandose
principalmente en el tejido adiposo, mientras que
otros tejidos, como el musculo esquelético y el co-
razén, contienen cantidades limitadas. Es intere-
sante destacar que se ha descrito una interrelacién
negativa entre PPARo y NF-xB!!"'2,

En los tltimos afios se ha sugerido que los PPAR
pueden desempefiar un papel muy importante en la
enfermedad cardfaca. Por ejemplo, se ha descrito
que el desplazamiento en la utilizacion de sustrato
desde los acidos grasos hacia la glucosa que se pro-
duce durante el desarrollo de la hipertrofia cardiaca
se asocia con una desactivacién de PPARo"3. Estos
datos sugieren que una reduccion de la actividad de
este factor de transcripcién puede estar implicada
en la disminucién de las enzimas implicadas en la
oxidaci6n de los acidos grasos. Sin embargo, el pa-
pel de PPARP/S en el desarrollo de este proceso si-
gue siendo desconocido. Recientemente, Gilde et
al"*, mediante la utilizacién de cardiomiocitos de
rata neonatales y de células H9c2 derivadas de co-
razones embrionarios de rata, demostraron que
PPARB/S es el tipo de PPAR predominante en las cé-
lulas cardiacas y que desempefia un papel muy im-
portante en la regulacion del metabolismo lipidico
cardiaco. Estos datos sugerfan que, de forma simi-
lar a PPARq, PPARP/S podia ser muy importante en
la enfermedad cardiaca.

Los tratamientos actuales de la hipertrofia cardia-
ca se limitan a vasodilatadores o reductores de pos-
carga, con pocos farmacos dirigidos a los procesos
cardfacos. Los inhibidores de la 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA (HMG CoA) reductasa, o estatinas, se
prescriben fundamentalmente como agentes hipo-
colesterolemiantes que reducen la incidencia de in-
fartos de miocardio y los accidentes cerebrovascu-
lares. Ademéas de inhibir la sintesis de colesterol,
las estatinas también inhiben la sintesis de impor-
tantes intermediarios isoprenoides que son funda-
mentales para el anclaje a la membrana plasmatica
y la correcta funcionalidad de una gran variedad
de proteinas. Ademas, se ha citado recientemente
que las estatinas previenen la hipertrofia cardiaca
por su capacidad para inhibir la generacién de es-
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pecies reactivas del oxigeno®. Sin embargo, se des-
conoce todavia si durante este proceso las estatinas
previenen la activaciéon de NF-xB y si este efecto
puede estar relacionado con los cambios en el me-
tabolismo de los acidos grasos. En este estudio, he-
mos examinado el papel de la atorvastatina sobre
la actividad NF-xkB y PPAR en la hipertrofia cardia-
ca por sobrecarga de presion.

Material y método

Material

La atorvastatina fue proporcionada por los laboratorios Pfi-
zer. El [y-32P] dATP (3000 Ci/mmol) se obtuvo de Amersham
Pharmacia Biotech KK, y los demas reactivos, de Sigma.

Preparacion y andlisis del ARN

El ARN total se aisl6 mediante el reactivo Ultraspec (Bio-
tecx, Houston). EI ARN total aislado por este medio no estd
degradado y esta libre de contaminacién por proteinas o ADN.
La cuantificacién de los valores relativos de ARNm se determi-
n6 por la técnica de transcriptasa reversa unida a la reaccién
en cadena de la polimerasa (RT-PCR) tal como se describi6
previamente'®. Las secuencias sentido y antisentido de los oli-
gonucledtidos utilizados para la amplificacién fueron los si-
guientes: factor atrial natriurético (atrial natriuretic factor
[ANF]), 5-TCCTCTTCCTGGCCTTTTGGC-3' y 5-AGACGGGTT
GCTTCCCCAGTC-3’; a-actinina, 5-GGCTGTGTTCCCATCCAT-
CGT-3* y 5-CCCGGTTAGCTTTGGGGTTCA-3", piruvatode-
shidrogenasa cinasa 4 (PDK4), 5-GAACACCCCTTCCGTCCA
GCT-3" y 5-TGTGCCATCGTAGGGACCACA-3’ y APRT (adeno-
sil fosforribosil transferasa), 5-GCCTCTTGGCCAGTCACCT-
GA-3' y 5-CCAGGCTCACACACTCCACCA-3". La amplificacién
de cada gen proporcioné una tinica banda del tamafio espera-
do (ANF: 234 pares de bases [pb], o-actinina: 266 pb y APRT:
329 pb). Los resultados de la expresién especifica de cada
ARNm se expresan siempre respecto a la expresion del gen
control (APRT).

Hipertrofia cardiaca inducida por sobrecarga
de presion

Ratas macho Sprague-Dawley (225 a 250 g) mantenidas en
condiciones estandar de iluminacién (ciclo de luz-oscuridad
de 12 h) y temperatura (21 + 1 °C) fueron alimentadas con una
dieta estandar (Panlab, Barcelona) durante 5 dias antes de ini-
ciar el estudio. Los animales se distribuyeron aleatoriamente
en 3 grupos: a) ratas control operadas pero en las que no se
provocd la hipertrofia cardiaca (sham-operated); b) ratas some-
tidas a constriccion de la aorta (banded rats), y c) ratas someti-
das a constriccién de la aorta tratadas con atorvastatina. Cinco
dias antes del procedimiento quirtirgico, las ratas se alimenta-
ron con una dieta control o una dieta con 0,05% (p/p) de ator-
vastatina (que proporcionaba unos 15 mg/kg/dia de atorvasta-
tina aproximadamente). Las dietas se prepararon tal como se
describi6 en un estudio previo'’. A lo largo del tratamiento se
determiné el peso y la ingesta de dieta. La sobrecarga de pre-
si6n fue inducida por constriccién de la aorta abdominal a es-
cala suprarrenal mediante una seda de nylon 7-0 atada a una
aguja despuntada (25 G, didmetro interno de 0,625 mm) para
conseguir el mismo didmetro y que posteriormente fue retira-
da. En las ratas operadas pero no sometidas a sobrecarga de
presion, se realizé el mismo procedimiento excepto que la su-
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tura no se at6 alrededor de la aorta. Los corazones se extraje-
ron 15 dias después del procedimiento quirdrgico. Posterior-
mente se determind la relacién entre peso corazén/peso corpo-
ral (HW/BW) y las muestras fueron congeladas en nitrégeno
liquido a -80 °C.

Inmunodeteccion

Los lisados celulares y los extractos nucleares de corazén se
obtuvieron tal como se describié previamente'®. Las proteinas
(30 pg) se separaron en geles de electroforesis de poliacrilami-
da y se transfirieron a membranas Immobilon de difluoruro
de polivinilideno (Millipore, Bedford, MA). El andlisis de las
proteinas se realiz6 utilizando anticuerpos contra IxBo, IxBf,
p65 (Santa Cruz Biotechnology) y B-tubulina (Sigma). La de-
teccion se realizé utilizando el kit de quimioluminiscencia EZ-
ECL (Biological Industries, Beit Haemek Ltd., Israel). El tama-
Mo de las proteinas detectadas se estimé utilizando estdndares
de peso molecular (Life Technologies).

Ensayos de retardacion de la movilidad

electroforética

El aislamiento de los extractos nucleares se realizo tal como
se describi6 previamente!®. Los ensayos de retardacién de la
movilidad electroforética (electrophoretic mobility shift assay
[EMSA]) se realizaron utilizando oligonucleétidos de doble ca-
dena (Promega, Madison, WI) para el lugar de unién consenso
de NF-xB (YAGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’) y Oct-1 (5-
TGTCGAATGCAAATCACTAGAA-3'). Los oligonucledtidos se
marcaron en la siguiente reacciéon: 2 ul de oligonucledtido
(1,75 pmol/ul), 2 pl de 5x tampén cinasa, 1 pl de T4 polinucles-
tido quinasa (10 U./ul), y 2,5 ul de [y-*2P] ATP (3.000 Ci/mmol a
10 mCi/ml) incubados a 37 °C durante 1 h. La reaccién se pard
mediante la adicion de 90 ul de tampén TE (10 mM Tris-HCl
pH 7,4 and 1 mM EDTA). Para separar la sonda marcada del
ATP no unido, la mezcla de la reaccién se eluy6 en una colum-
na Nick (Pharmacia, Sant Cugat, Barcelona, Spain), segin las
instrucciones del fabricante. Las proteinas nucleares (10 pg) se
incubaron durante 10 min en un bafio de hielo en tampén de
unién (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 25 mM KCI, 0,5 mM DTT, 0,1
mM EDTA pH 8,0, 5% glicerol, 5 mg/ml BSA, 100 ug/ml ARNt
y 50 ug/ml poli [dI-dC]), en un volumen final de 15 pl. La son-
da marcada (aproximadamente, 60.000 cpm) se afiadi6 a la
reaccion y se incub6 durante 15 min a 4 °C. Donde se indica,
se afiadi6 un oligonucledtido competidor especifico antes que
la sonda marcada y se incub6 durante 10 min en un bafio de
hielo. El anticuerpo contra p65 se afiadié 15 min antes de la
incubacién con la sonda marcada a 4 °C. Los complejos protei-
na-ADN se separaron mediante electroforesis a 4 °C en un gel
de poliacrilamida al 5% y se sometieron a autorradiografia.

Coinmunoprecipitacion

Los extractos nucleares celulares se llevaron a un volumen
final de 0,5 ml con tampén que contenfa 10 mM PBS, 50 mM
KCl, 0,05 mM EDTA, 2,5 mM MgCl,, 8,5% glicerol, 1 mM di-
tiotreitol, 0,1% Triton X-100, BSA 2% y 1 mg/ml de leche des-
natada durante 6 h a 4 °C, y se incubaron con 4 ug de anti-p65.
Los inmunocomplejos se capturaron incubando las muestras
en una suspension de proteina A-agarosa durante toda la no-
che a 4 °C en un agitador orbital. Las bolas de agarosa se reco-
gieron por centrifugacion y se lavaron 3 veces con PBS que
contenian inhibidores de las proteasas. Tras la centrifugacion,
el precipitado se lav6 con 60 pl de tampén de muestra y se lle-
v6 a ebullicién durante 5 min a 100 °C. Una alicuota del sobre-
nadante se someti6 a electroforesis en un gel de acrilamida al
10% y se incub6 con anticuerpos contra PPARa. o B/8.
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Andlisis estadistico

Los resultados corresponden a un minimo de 4 experimentos
independientes. Las diferencias significativas se establecieron
por la t de Student o por ANOVA de una via, segtin el ntimero
de grupos comparados, con la utilizacién del programa Graph-
Pad Instat V2.03 (GraphPad Softwware Inc., San Diego, CA).
Las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05.

Resultados

El tratamiento con atorvastatina previene
la aparicion de hipertrofia cardiaca inducida
por sobrecarga de presion

La hipertrofia cardiaca se caracteriza por un in-
cremento en la relacién entre el peso del corazén y
el peso corporal (HW/BW), la induccién de genes
fetales (como por ejemplo ANF) y una desorganiza-
cién del sarcomero. Por ello, inicialmente determi-
namos los efectos del tratamiento con atorvastati-
na sobre estos parametros en un modelo animal de
hipertrofia cardfaca inducida por sobrecarga de
presion. La relacion HW/BW aument6 significati-
vamente (1,35-veces; p < 0,001) en las ratas someti-
das a constriccion de la aorta comparadas con las
ratas control (sham-operated rats) (fig. 1a). El trata-
miento con atorvastatina eliminé completamente
el aumento en la relacion HW/BW (p < 0,01 com-
parado con las ratas sometidas a constriccién de la
aorta, pero no tratadas). Ademas, la sobrecarga de
presion también causé un aumento de 2 veces en
los valores de ARNm de ANF comparado con las
ratas control (fig. 1b). Sin embargo, en el corazén
de las ratas tratadas con atorvastatina la expresién
de ANF casi desaparecié. De forma parecida, los
valores de ARNm de la proteina asociada al sarcé-
mero o-actinina aumentaron 2 veces comparadas
con las ratas control (fig. 1c), mientras que en el
corazon de las ratas tratadas con atorvastatina esta
inducci6n no se observo.

La atorvastatina previene la reduccién de la
expresion de PPARo.y B/ en la hipertrofia cardiaca
inducida por sobrecarga de presion

Se ha demostrado que la induccién de hipertro-
fia cardiaca provoca una caida en la expresion de
los valores de ARNm de PPARa. y de varios de sus
genes diana implicados en el metabolismo de los
acidos grasos'. Sin embargo, se desconocen los
efectos de la hipertrofia cardfaca sobre la expre-
sion de PPARP/S. Por esta razdn, se determinaron
las consecuencias de la hipertrofia cardiaca induci-
da por sobrecarga de presion y del tratamiento con
atorvastatina sobre la expresion proteica de estos
factores de transcripcion. Tal como se muestra en
la figura 2, se observé una caida en la expresién de
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Figura 1. La atorvastatina inhibe la hipertrofia cardiaca indu-
cida por sobrecarga de presion. La induccién de la sobrecarga
de presién se llevé a cabo mediante constriccién de la aorta
abdominal. El tratamiento con atorvastatina se inici6 5 dias
antes del procedimiento quirdrgico y continué durante 15
dias. El farmaco se administré mezclado con la dieta a una
concentracién del 0,05% (p/p). Pasados 15 dias desde la opera-
cioén, los corazones se diseccionaron y pesaron. A) Anélisis de
la relacion peso corazén/peso corporal (HW/BW) en ratas con-
trol operadas pero sin constriccion de la aorta (sham-operated
rats), en ratas con constriccién de la aorta (aortic banding
[AB]) y en ratas con constriccién de la aorta tratadas con ator-
vastatina (AB + ATV). Analisis de los valores de ARNm de la
ANF (B) y la o-actinina (C) en la hipertrofia cardiaca por so-
brecarga de presion. Se presenta una autorradiografia repre-
sentativa. Los datos se expresan como la media + desviacién
estandar de 4 experimentos diferentes. *p < 0,001 respecto a
las ratas control. #p < 0,01 respecto a las ratas con constric-
cién de la aorta.

proteina PPAR«. (el 60% de reduccion; p < 0,05) en
los corazones de las ratas sometidas a constricciéon
de la aorta comparada con las ratas control. Ade-
mas, los valores de proteina de la deshidrogenasa
de acil-CoAs de cadena media (MCAD), un gen dia-
na de PPARo, también disminuyeron un 40% (p <
0,05). Hay que destacar que el tratamiento con
atorvastatina previno la reduccién de la expresion
tanto de PPARca como de la MCAD. Igualmente, la
presencia de hipertrofia cardfaca causé una reduc-
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Figura 2. El tratamiento con atorvastatina previene la reduc-
cién de los valores de proteina de los PPAR y la MCAD en la
hipertrofia cardiaca por sobrecarga de presion. Los extractos
proteicos cardiacos de las ratas control operadas (sham-opera-
ted rats), las ratas con constriccién de la aorta (aortic banding
[AB]) y las ratas con constriccién de la aorta tratadas con ator-
vastatina (AB + ATV) se analizaron por inmunodeteccién con
anticuerpos contra PPARc, MCAD, PPARP/S, p65 y B-tubulina.

cién de la expresién de la proteina PPARP/S del
50% (p < 0,05), lo que indica que el patrén de ex-
presion de PPARa y B/8 durante la hipertrofia car-
diaca presenta cambios similares. El tratamiento
con atorvastatina también evitd la reduccion de
PPARP/S durante la hipertrofia cardiaca. Finalmen-
te, la expresion de la subunidad p65 de NF-xB no
se modific6 ni por la constriccién de la aorta ni por
el tratamiento con atorvastatina.

El tratamiento con atorvastatina previene la
activacion de NF-xB en la hipertrofia cardiaca
inducida por sobrecarga de presion

Puesto que la activacién de NF-xkB es necesaria
para el crecimiento hipertréfico de los cardiomioci-
tos!®2! y se ha demostrado que las estatinas inhiben
la activacion de este factor de transcripcién en célu-
las vasculares??, realizamos ensayos de retardacién
de la movilidad electroforética (EMSA) para investi-
gar si la atorvastatina inhibia la activacién de NF-
kB en la hipertrofia cardiaca inducida por sobrecar-
ga de presion. Estos estudios demostraron que la
sonda NF-kB formaba 4 complejos especificos con
las protefnas cardiacas nucleares (complejos I a IV;
fig. 3a), segtin los experimentos de competicién rea-
lizados mediante la adicién de un exceso de oligo-
nucledtido NF-kB no marcado a las mezclas de in-
cubacion. La actividad de unién NF-xB aument6 en
las ratas sometidas a constriccion de la aorta, espe-
cialmente el complejo III, comparado con las ratas
control (fig. 3b) y este efecto se aboli6 por el trata-
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miento con atorvastatina. La caracterizacién de NF-
kB se realiz6 incubando los extractos nucleares con
un anticuerpo dirigido contra la subunidad p65 de
este factor de transcripcion. La adicion de este anti-
cuerpo a las mezclas de incubacién provocé un re-
tardamiento adicional del complejo III, que demos-
tré que estaba formado por p65 (fig. 3c). No se
observaron cambios en la unién al ADN de las pro-
tefnas cardiacas nucleares a una sonda Oct-1 en los
diferentes grupos de ratas, lo que demostraba que
el aumento observado para la sonda NF-kB era es-
pecifico (fig. 3d). En conjunto, estos datos demues-
tran que la atorvastatina inhibe la activacién de NF-
kB en la hipertrofia cardiaca por sobrecarga de
presién y que este mecanismo puede contribuir al
efecto antihipertroéfico de este compuesto.

El tratamiento con atorvastatina inhibe la
interaccion p65-PPAR en la hipertrofia cardiaca
inducida por sobrecarga de presion

La desactivacion de PPARo durante la hipertro-
fia cardfaca se ha relacionado con la fosforilacién
de esta protefna'. En este trabajo intentamos des-
cubrir si existen otros mecanismos que pueden
contribuir a reducir la via de sefializacién de los
PPAR. Puesto que se ha citado la existencia de una
interaccion fisica entre PPARa y la subunidad p65
de NF-xB'"'2, y que NF-kB inhibe la expresion de
los genes diana de PPAR0?, seguidamente evalua-
mos si la presencia de hipertrofia cardfaca se tra-
ducfa en un aumento de la interaccion p65-PPAR.
Para ello los extractos nucleares aislados de los co-
razones se inmunoprecipitaron con la utilizacién
de un anticuerpo contra p65 acoplado a particulas
de protefna A-agarosa. Los inmunoprecipitados se
sometieron a electroforesis de poliacrilamida y se
inmunodetectaron con anticuerpos anti-PPARo y
anti-PPARP/S. Los datos presentados en la figura 4
demuestran que la induccién de hipertrofia cardia-
ca por sobrecarga de presién aumenté la interac-
cién fisica de p65 con PPARa y /5, lo que sugiere
que al aumento de esta asociacién es un mecanis-
mo que contribuye a la reduccién de la expresién
de los genes diana de PPAR implicados en el meta-
bolismo de los 4cidos grasos. Es importante desta-
car que en los corazones de las ratas tratadas con
atorvastatina no se observé aumento de la interac-
ci6n fisica entre p65 y PPAR, lo que sugiere que
prevenir la activacién de NF-kB evita esta interac-
cion.

Finalmente, para determinar si la prevencién de
la actividad NF-xB por atorvastatina mejoraba la
expresion de genes diana de PPAR implicados en el
metabolismo de los 4cidos grasos, se valoraron los
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Figura 3. El tratamiento con
atorvastatina previene la acti-
vacién de NF-xB en la hiper-
trofia cardiaca inducida por
sobrecarga de presién. A) Au-
torradiografia del ensayo de
EMSA realizado con el oligo-
nucleétido NF-xB  marcado
con %P y extracto nuclear de
proteinas  (nuclear  extract
[NE]) que muestra 4 comple-
jos especificos (I a IV), segiin
los resultados de la competi-
cién con un exceso molar de
sonda no marcada. B) Autorra-
diografia del EMSA realizado
con el oligonucledtido NF-xB
marcado con P y NE cardia-
cos de ratas control operadas
(sham-operated rats), ratas con
constriccién de la aorta (aortic
banding [AB]) y ratas con
constriccion de la aorta trata-
das con atorvastatina (AB +
ATV). C) Analisis de superre-
tardacion realizado mediante
incubacién de NE con un anti-
cuerpo contra la subunidad
p65 de NF-xB. Se ha marcado
el inmunocomplejo superretar-
dado  (supershifted immune
complex [IC]) que se forma. D)
Autorradiografia del ensayo de
EMSA realizado con el oligo-
nucledtido Oct-1 marcado con
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Figura 4. La atorvastatina reduce la asociacién de los PPAR
con la subunidad p65 de NF-kB en la hipertrofia cardiaca in-
ducida por sobrecarga de presion. Los extractos nucleares
(igualados segtin la concentracién de proteina) de ratas con-
trol operadas (sham-operated rats), ratas con constriccién de la
aorta (aortic banding [AB]) y ratas con constriccién de la aorta
tratadas con atorvastatina (AB + ATV) se sometieron a inmu-
noprecipitacion con la utilizacién de anticuerpos anti-p65 aco-
plados a particulas de proteina A-agarosa. Los inmunoprecipi-
tados se sometieron a inmunodeteccién con anticuerpos
anti-PPARa. (A) y anti-PPARB/S (B). Las flechas representan las
sefales correspondientes al tipo de PPAR o a las IgG.
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Figura 5. La atorvastatina restablece la expresién de PDK4 en
la hipertrofia cardiaca por sobrecarga de presion. Anélisis de
los valores de ARNm cardiaco en ratas control operadas
(sham-operated rats), en ratas con constriccién de la aorta
(aortic banding [AB]) y en ratas con constriccién de la aorta
tratadas con atorvastatina (AB + ATV). Se presenta un autorra-
diograma normalizado respecto al gen control APRT.

30



PLANAVILA A, ET AL. LA ATORVASTATINA PREVIENE LA REDUCCION DE LOS RECEPTORES ACTIVADOS POR PROLIFERADORES PEROXISOMICOS

EN LA HIPERTROFIA CARDIACA

valores de ARNm de la PDK4, un gen diana de
PPAR, tanto o como B/8'%, que suprime la oxidacién
de glucosa a través de su efecto inhibidor sobre el
complejo de la piruvato deshidrogenasa lo que, de
esta forma, provoca un incremento de la utiliza-
ci6n de 4cidos grasos?. Tal como se muestra en la
figura 5, los valores de ARNm de la PDK4 descen-
dieron un 35% en el corazén de las ratas sometidas
a constriccién de la aorta comparados con las ratas
control. Por el contrario, en el corazén de las ratas
tratadas con atorvastatina no se observaron cam-
bios, lo que sugiere que la prevencién del incre-
mento en la actividad NF-xB evita cambios en el
metabolismo de los acidos grasos.

Discusién

Aunque existe un gran nimero de vias de sefali-
zacion celular implicadas en el desarrollo de la hi-
pertrofia cardiaca®, se conoce muy poco sobre los
mecanismos con el potencial suficiente para inhi-
bir o incluso revertir este proceso. En este estudio
demostramos que la atorvastatina, igual que otras
estatinas®, inhibe la hipertrofia cardiaca inducida
por sobrecarga de presién. Ademas, nuestros resul-
tados indican que las estatinas previenen la activa-
cién de NF-xB durante el desarrollo de la hipertro-
fia cardiaca, lo que puede mejorar la expresién de
genes diana PPAR implicados en el metabolismo de
los acidos grasos debido a una reduccién de la inte-
raccion p65-PPAR.

Los resultados de este estudio demuestran que la
induccién de hipertrofia cardfaca, que provoca la
activacién de NF-xB®, va acompanada de una dis-
minucién de la expresion de genes implicados en el
metabolismo de los 4cidos grasos, como MCAD vy
PDK4. Los cambios en la expresion de los genes
diana de PPAR pueden deberse a una desactivacién
de PPARo, tal como se ha citado previamente's.
Ademas, hemos demostrado que los valores de ex-
presién de PPARP/S, que se expresa en valores com-
parables a los de PPARa en el corazén', estan re-
ducidos en la hipertrofia cardiaca. Se ha sugerido
que PPARa y B/6 comparten funciones similares en
el metabolismo cardiaco de los 4cidos grasos y que
el segundo probablemente compensa la ausencia
de PPARw en el musculo esquelético de los ratones
PPAR0™, lo que evita una alteracién de la oxida-
ci6n de los acidos grasos en estos ratones?. En
consecuencia, la reduccién de la expresion de am-
bos tipos de PPAR en el desarrollo de la hipertrofia
cardiaca parece ser necesaria para que tenga lugar
la disminucion de la expresién de los genes impli-
cados en el metabolismo de los 4cidos grasos. Cabe
destacar que de forma anéloga a los resultados ob-
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tenidos en este estudio, nuestro grupo ha demos-
trado previamente que la atorvastatina previene la
reduccién de la expresién hepética de PPARa en
ratas alimentadas con sacarosa’, lo que sugiere
que esta estatina puede evitar las alteraciones me-
tabélicas producidas por diferentes estimulos.

Los cambios causados por la hipertrofia cardiaca
sobre la expresion de los genes implicados en el me-
tabolismo de los 4cidos grasos no se observaron
cuando se evit6 el aumento de actividad NF-xB con
el tratamiento con atorvastatina. Estos resultados
parecen implicar a NF-kB en estos cambios. En con-
sonancia con esta idea, un estudio reciente demos-
tré que la inhibicion de NF-kB aumentaba la expre-
si6n de un gen diana de PPARa, el gen Apo A-I%, lo
que confirma la interacciéon negativa entre NF-xB y
PPARG. A continuacién, determinamos si ademas de
la citada reducci6n en la expresion de PPARa. duran-
te el desarrollo de la hipertrofia cardiaca®?, la inte-
raccion fisica entre PPAR y la subunidad p65 de NF-
kB!"12 contribuia a reducir la expresién de genes
implicados en el metabolismo cardiaco de los acidos
grasos. Los resultados presentados demuestran que
la hipertrofia cardiaca aumenta la asociacion protei-
na-proteina entre p65, por un lado, y PPARa y /3,
por el otro, lo que indica que este mecanismo puede
interferir la capacidad de transactivaciéon de PPAR y
contribuir a reducir la expresién de genes implica-
dos en el metabolismo de los acidos grasos. Por el
contrario, prevenir el aumento de la actividad
NF-kB mediante el tratamiento con atorvastatina
evité la interaccion PPAR-p65 y restableci6 la expre-
sién de estos genes.

En resumen, los resultados de este estudio de-
muestran que el tratamiento con atorvastatina in-
hibe la via de senalizacién de NF-kB en la hipertro-
fia cardiaca inducida por sobrecarga de presion.
Ademas, nuestros resultados sefialan que la activa-
cién de NF-xB durante el desarrollo de la hipertro-
fia cardfaca puede contribuir a provocar cambios
en el metabolismo de los acidos grasos a través de
un mecanismo que supone un aumento de la inte-
raccién protefna-proteina entre los PPAR y la sub-
unidad p65 de NF-xB.
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