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Summary 
 

Aging decreases the tolerance of the heart to exercise and stress and increases the 

incidence of heart failure, a leading cause of death and disability worldwide. Up to 80% of heart 

failure patients are elderly and being old significantly worsens the prognosis of this condition. 

Preclinical studies indicate that aged cardiomyocytes develop some endogenous changes that 

contribute to their greater susceptibility to develop dysfunction and failure, independently of 

other factors, like higher comorbidity rate present in aging. Indeed, aged cardiomyocytes share 

some common phenotypic traits with failing cardiomyocytes, such as oxidative damage and 

energy mismatch under increased metabolic demand. Previous studies of our group have 

demonstrated that these phenotypic traits can be explained by an alteration in the anatomical and 

functional communication between the sarcoplasmic reticulum (SR) and the mitochondria, 

necessary to regulate energy production and antioxidant regeneration. However, the 

mechanisms of such disruption are not known.  

This thesis investigates the contribution of intracellular advanced glycation to 

cardiomyocyte dysfunction and mitochondrial alteration during aging. Advanced glycation is 

one of the most relevant and omnipresent chemical alteration associated with biological aging. It 

induces, terminal damage to proteins and other macromolecules, which ultimately precipitate in 

the form of AGE (Advanced glycation end-products). The accumulation of AGE has been 

documented in several diseases associated with aging, like Alzheimer, Parkinson, cataracts, and 

others. However, it is contribution to the pathophysiology of the aging heart is not known. 

In this thesis, the impact of aging on the accumulation of AGE in the intracellular space 

has been investigated using mouse myocardial samples (4-6 months vs ≥ 20 months) and 

patients undergoing cardiac surgery (<75 years vs ≥ 75 years) using antibody-based AGE 

detection techniques (Western blot, ELISA, immunofluorescence), and mass spectroscopy, a 

technique that does not depend on antibodies. The increase in glycations during aging has been 

corroborated by ELISA, Western blot, immunofluorescence, and proteomics, constantly and 

repeatedly revealing a total increase in intracellular AGE in the myocardial tissue of old mice 

and in the atrial tissue of elderly patients.  

To investigate the possible mechanisms that may promote the accumulation of 

intracellular AGE, the efficiency of the glioxalase pathway (Glo 1), the main detoxification 

pathway of the major AGE precursors (methylglioxal and glioxal), has been studied. This thesis 

shows for the first time how the activity of the enzyme glyoxalase decreases, both in old mice (≥ 

20 months) and in elderly patients (≥ 75 years), as well as glutathione levels, which in addition 

to being an important cellular antioxidant, is a cofactor of the glyoxalase pathway. 

One of the proteins we have identified to be susceptible to this glycative attack is the 

ryanodine receptor (RyR) from the sarcoplasmic reticulum (SR), a channel that is responsible 

for the release of calcium in each cardiac beat. RyR glycation has been identified in both mouse 

and human myocardium from elderly individuals by independent techniques, including by 

differential proteomics, immunolabeling and ELISA. 

The functional consequences associated with RyR glycation, were assessed in isolated 

cardiomyocytes and in RS vesicles from myocardial tissue of young and old mice. The results 

demonstrate a dysfunction of the gating properties of the RyR channel, identified as an increase 

in spontaneous calcium leak from the SR. The alteration in the SR calcium handling is expected 

to promote a sustained calcium increase in the microenvironment around SR and mitochondria, 

with potential consequences on mitochondria. The results obtained show a significant increase 

in calcium content in the subpopulation of interfibrillary mitochondria (IF) of the heart of old 
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mice, without changes in subsarcolemmal mitochondria (SS). This increase in mitochondrial 

calcium content associated with aging was also observed in the cardiac mitochondria of elderly 

patients. Analysis of mitochondrial respiratory function demonstrated a reduction in the 

maximal oxygen consumption capacity in IF mitochondria of old mice compared to young mice. 

In human myocardium, aging was associated with a decrease in the total mitochondrial pool and 

a consequent reduction of myocardial aerobic capacity. 

Therefore, these data show the pathophysiological relevance of AGE accumulation in the 

aged myocardium. The glycative damage of RyR, favored by a deficient detoxification capacity 

of the chemical precursors involved in the formation of AGE, contributes to mitochondrial 

damage in the senescent myocardium, secondary to an excessive accumulation of calcium inside 

the mitochondria, losing the capacity respiratory system needed to generate energy efficiently. 
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Resum 

 

L’envelliment disminueix la tolerància del cor a l’exercici i l’estrès i augmenta la 

incidència d’insuficiència cardíaca, una de les principals causes de mort i discapacitat a tot el 

món. Fins a un 80% dels pacients amb insuficiència cardíaca són ancians i aquesta condició 

empitjora significativament el pronòstic d'aquesta malaltia. Estudis preclínics indiquen que els 

cardiomiòcits envellits produeixen alguns canvis endògens, que contribueixen a una major 

susceptibilitat a desenvolupar disfuncions i errors, independentment d’altres factors com la taxa 

de comorbiditat present en l’envelliment. De fet, els cardiomiòcits envellits comparteixen 

alguns trets fenotípics comuns amb els cardiomiòcits malmesos, com ara el dany oxidatiu i el 

desajust energètic en augment de la demanda metabòlica. Estudis previs del nostre grup han 

demostrat que aquests trets fenotípics es poden explicar per una alteració en la comunicació 

anatòmica i funcional entre el reticle sarcoplasmàtic (RS) i els mitocondris, necessaris per 

regular la producció d'energia i la regeneració antioxidant. Tanmateix, no es coneixen els 

mecanismes de tal interrupció.  

Aquesta tesi investiga la contribució de la glicació intracel·lular avançada a la disfunció 

dels cardiomiòcits i a l’alteració mitocondrial durant l’envelliment. La glicació avançada és una 

de les alteracions químiques més rellevants i omnipresents associades a l’envelliment biològic. 

Indueix danys terminals a proteïnes i altres macromolècules, que en última instància precipiten 

en forma de AGE (productes finals de glicació avançada). L’acumulació d’AGE s’ha 

documentat en diverses malalties associades a l’envelliment, com l’Alzheimer, el Parkinson, les 

cataractes i d’altres. No obstant això, no es coneix la seva contribució a la fisiopatologia del cor 

envellit.  

En aquesta tesi, s’ha investigat l’impacte de l’envelliment sobre l’acumulació d’AGE en 

l’espai intracel·lular, utilitzant mostres de miocardi de ratolins (4-6 mesos vs ≥ 20 mesos) i 

pacients sotmesos a cirurgia cardíaca (<75 anys vs ≥ 75 anys) mitjançant tècniques de detecció 

d’AGE basades en anticossos (Western blot, ELISA, immunofluorescència), i en espectroscòpia 

de masses, tècnica que no depèn dels anticossos. L’augment de glicacions durant l’envelliment 

ha estat corroborat per ELISA, Western blot, immunofluorescència i proteòmica, revelant de 

forma constant i reiterada un augment total d’AGE intracel·lular en el teixit miocàrdic de 

ratolins vells i en el teixit auricular de pacients ancians.  

Per investigar els possibles mecanismes que puguin afavorir l’acumulació d’AGE 

intracel·lular, s’ha estudiat l’eficiència de la via de la glioxalasa (Glo 1), la principal via de 

desintoxicació dels principals precursors d’AGE (metilglioxal i glioxal). Aquesta tesi mostra per 

primera vegada com disminueixen tant l’activitat de l’enzim glioxalasa, tant en ratolins vells (≥ 

20 mesos) com en pacients ancians (≥ 75 anys), com els nivells de glutatió, que a més de ser un 

important antioxidant cel·lular, és un cofactor de la via de la glioxalasa. 

Una de les proteïnes que hem identificat, susceptible de patir un atac glicatiu, és el 

receptor de la rianodina (RyR) del reticle sarcoplasmàtic (RS), un canal que s'encarrega 

d'alliberar el calci de forma controlada en cada batec cardíac. La glicació del RyR s'ha 

identificat tant en miocardi de ratolí com en humans vells mitjançant tècniques independents, 

incloses per proteòmica diferencial, immunomarcatge i ELISA. Les conseqüències funcionals 

associades a la glicació del RyR es van avaluar en cardiomiòcits aïllats i en vesícules aïllades de 

RS del teixit miocàrdic de ratolins joves i vells. Els resultats generats demostren una disfunció 

de les propietats de tancament del canal RyR, identificat com a un augment del calcium leak del 

RS. S'espera que l'alteració en la manipulació del calci del RS afavoreixi un augment sostingut 

del calci en el microambient al voltant del RS i mitocondris, amb possibles conseqüències sobre 
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els mitocondris. Els resultats obtinguts demostren un augment significatiu del contingut de calci 

en la subpoblació de mitocondris interfibril·lars (IF) del cor de ratolins vells, sense canvis en els 

mitocondris subsarcolemals (SS). Aquest augment del contingut en calci mitocondrial associat a 

l’envelliment també es va observar en els mitocondris cardíacs de pacients ancians. L'anàlisi de 

la funció respiratòria mitocondrial va demostrar una reducció de la capacitat màxima de consum 

d'oxigen en mitocondris IF de ratolins vells en comparació amb ratolins joves. En el miocardi 

humà, l’envelliment es va associar amb una disminució del pool mitocondrial total i una 

consegüent reducció de la capacitat aeròbica del miocardi. 

Per tant, aquestes dades mostren la rellevància fisiopatològica de l’acúmul d’AGE en el 

miocardi envellit. El dany glicatiu del RyR, afavorit per una capacitat de desintoxicació 

deficient dels precursors químics involucrats en la formació d’AGE, contribueix al dany 

mitocondrial en el miocardi senescent, secundari a un acúmul excessiu de calci a l’interior dels 

mitocondris, perdent la capacitat respiratòria necessària per generar energia de forma eficient. 
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1. Introducció 

1.1. L’envelliment: Definició i Prevalença de malaltia cardiovascular 

en l’envelliment 

Definim l'envelliment com el conjunt de modificacions morfològiques i fisiològiques que 

es produeixen com a conseqüència de l'acció del pas del temps en els éssers vius. La vellesa es 

considera l’última etapa del cicle vital, envelliment, d’una espècie, que culmina amb la mort de 

l’individu. De manera simple podem diferenciar tres etapes del cicle vital d’una espècie: el 

creixement, la reproducció i la vellesa l’envelliment. Aquesta classificació del cicle vital té un 

eix fonamental basat en la teoria de Darwin, on la perdurabilitat d’una espècie està influenciada 

per la seva capacitat reproductora. De fet, en moltes de les espècies que existeixen a la Terra 

l’etapa que correspon a l’envelliment és molt curta degut a que es perd la seva capacitat per 

reproduir-se, deixant d’ésser útils per l’espècie (1)(2). 

Existeixen tres conceptes que cal definir entorn al concepte propi d’envelliment, 

l’esperança de vida, la longitud de vida i la longevitat. Així, l’esperança de vida és el temps 

que s’espera que visquin els individus d’una espècie en un període concret. La longitud de vida 

és el període exacte de temps que viu un individu. La longevitat és el límit màxim de temps 

(maximum life span-MLS) que un individu pot arribar a viure i que ve determinat genèticament 

(3)(4)(5) (Figura1).  

 

 
 

Figura 1: Envelliment de la població mundial. Aquest mapa representa la distribució, per colors, dels 

diferents segments d’edat de la població humana en tots els països del món a l’any 2014 i la previsió per 

l’any 2050. 
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Des del punt de vista biològic es podria definir l’envelliment com la transició des de 

l’etapa reproductora fins la mort d’un individu.  En la nostra societat, des del punt de vista 

jurídic, l’edat de 65 anys es considera l’inici de la vellesa, sense tenir cap base científica ni 

biomèdica, esdevenint el conflicte entre l’edat cronològica i l’edat biològica degut a la 

inexistència de cap “biomarcador” que estableixi el començament i la instauració de 

l’envelliment (6). La proporció de persones ancianes a la nostra societat està creixent de forma 

gradual. Pràcticament tots els països del món experimenten un creixement en el percentatge de 

persones grans en la seva població, amb un ritme anual de persones majors de 60 anys d’un 3 

%. Es calcula que el nombre de persones ancianes es duplicarà al 2050, el que provocarà una 

inversió de la piràmide poblacional (7)(8) (Figura 2 i Figura 3).  

 

 

 
 

 
 

 
 

 

Figura 2: Piràmide poblacional a Espanya en diferents dècades i prediccions de futur. Figura 

procedent de Population Pyramid.net. 
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Països	desenvolupats	

Països	en	vies	de								
	desenvolupament	

 

 

Figura 3: Nombre de persones de ≥ 60 anys en els països desenvolupats i en els països en vies de 

desenvolupament durant el període de 1950 a 2050. Figura modificada a partir de Almeida et al. (9).  

 

L’envelliment per si mateix no és cap malaltia, encara que existeix una associació entre 

aquesta etapa del cicle vital i l’increment de la incidència i la severitat de les malalties. 

L’assistència sanitària dels pacients ancians comporta una despesa sanitària addicional per la 

presència de comorbiditats que agreugen la malaltia i en dificulta el tractament. En la vellesa, la 

malaltia apareix afavorida per la pèrdua de capacitat de la resposta d’adaptació de l’organisme 

vell en front a estímuls interns i externs per tant, resulta ser un factor de risc important en la 

patogènia de certes malalties prevalents en la vellesa com ara les malalties degeneratives, el 

càncer i les malalties cardiovasculars (Figura 4) (10).  

Les malalties cardiovasculars són la principal causa de mort i discapacitat mundial 

(11)(12)(13)(14). Al 2015 les malalties cardiovasculars van provocar més de 17 milions de 

morts a tot el món (15), i la seva prevalença es troba en continu augment en persones de > 65 

anys, especialment en aquells de ≥ 80 anys, es calcula que continuarà creixent aproximadament 

un 5 % en els propers 10 anys (Taula 1) (12), relacionat amb el progressiu envelliment de la 

població mundial.  

La cardiopatia isquèmica i l’accident cerebrovascular són les dues principals malalties 

cardiovasculars. Ambdues tenen un impacte social enorme, no tant sols per la mortalitat que 

causen, sinó per la seva alta morbiditat, la pèrdua de qualitat de vida dels pacients i l’elevat cost 

econòmic que suposen pels serveis sanitaris estatals (16)(17)(18). 
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Taula 1: Prevalença de malalties cardiovasculars en %, entre 2010-2030 als EUA. Figura modificada 

a partir de Heidenreich PA., et al. (12). 

 

 
 

Figura 4: Prevalença de malalties cròniques en adults majors de 20 anys. Figura modificada a partir 

dels resultats de l'enquesta nacional d'examen de salut i nutrició. Figura modificada a partir de Ginneken 

2017 (19). 

 

Les actuals condicions socioambientals i l’assistència mèdica han millorat la qualitat de 

vida i s’han associat a un augment general de l’esperança de vida. L'envelliment de la població 

està a punt de convertir-se en una de les transformacions socials més significatives del segle 

XXI amb implicacions per a gairebé tots els sectors de la societat, suposa un gran impacte en el 

sector de la medicina i la investigació, els mercats laborals i financers, la demanda de béns i 

serveis (com l'habitatge, el transport i la protecció social) i les estructures familiars. 

L’interès científic envers l’envelliment de la població és cada cop més gran. Durant els 

últims anys, a augmentat de forma sostinguda el nombre de publicacions científiques realitzades 

en l’àmbit mundial (Figura 5). Segons les dades proporcionades per l'Índex Global d'Innovació, 

un llistat elaborat per l'Organització Mundial de la Propietat Intel·lectual (OMPI), INSEAD 

Business School i la Universitat de Cornell, Espanya es troba entre els 30 països més 

innovadors del món, exactament, en el lloc 28, d'un total de 143. La producció científica en el 
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període de 2009-2019 va créixer a ritme constant i de forma diferencial respecte a altres àmbits 

de la recerca, sent de més de dues vegades superior de la resta de països. 

 

 
 

Figura 5: Número de publicacions (per any) relacionades amb l'envelliment. El terme de cerca 

"envelliment" es va introduir a PubMed el 27 de juliol de 2020. 

1.2. Estructura i funció del cor durant l’envelliment 

1.2.1. Fenotip cardiovascular durant l’envelliment 

L'edat avançada s'ha relacionat amb alteracions estructurals, funcionals, mecàniques i 

elèctriques del cor, i cadascuna d’elles pot tenir implicacions significatives per a les malalties 

cardiovasculars. Hi ha una sèrie de factors que vinculen l'envelliment amb la insuficiència 

cardíaca i redueixen gradualment la quantitat de reserva cardíaca, augmentant així la 

probabilitat de que el cor es torni funcionalment deficient (18)(20). 

El miocardi senescent desenvolupa diversos canvis cel·lulars i extracel·lulars. Alguns 

dels canvis més prominents associats a l’envelliment son: una reducció del nombre total de 

cardiomiòcits i un augment compensatori de la seva mida, juntament amb un augment 

compensatori del desenvolupament d’àrees focals de fibrosi, i també canvis intracel·lulars 

(oxidacions i carbonilacions de proteïnes, lípids i nucleòtids) que tenen importants 

conseqüències funcionals i estructurals, així com importants implicacions en l'estrès de la paret 

cardíaca i l'eficàcia contràctil.  

En l’àmbit vascular, es produeixen canvis en la paret arterial i l’endoteli vascular que 

indueixen un augment de la rigidesa de les artèries i una reducció de la seva distensibilitat que a 

la llarga poden afavorir el desenvolupament d’aterosclerosi (disminució de l’alliberament de 

vasodilatadors i augment de la síntesi de vasoconstrictors) (21)(22)(18).  L’augment de la 

rigidesa de l’artèria pot causar una elevació de la pressió arterial que condueix al 

desenvolupament de mecanismes compensatoris per part del miocardi, com l’augment de la 

massa muscular del ventricle esquerra i la hipertròfia cardíaca (23). La fibrosi cardíaca és un 

procés reactiu que s'associa amb hipertròfia ventricular esquerra i que augmenta amb l'edat (24). 

S'ha demostrat que els ratolins envellits desenvolupen canvis estructurals en el teixit miocàrdic 

similars als observats en humans ancians (25)(26), incloent-hi la fibrosi, la remodelació de la 

matriu extracel·lular, així com la disminució de l'acoblament cel·lular al múscul cardíac.  

A nivell funcional, hi ha canvis i respostes compensatòries que pateix el cor envellit que 

disminueixen la seva capacitat de resposta a una càrrega de treball més gran i disminueixen la 

seva capacitat de reserva, com per exemple, canvis en la freqüència cardíaca màxima, volum 

sistòlic final, volum diastòlic final, contractilitat, contracció sistòlica prolongada, relaxació 

diastòlica prolongada, senyalització simpàtica, etc (25)(26).  
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1.2.2. L’envelliment dels cardiomiòcits 

Els cardiomiòcits són les cèl·lules contràctils que conformen el múscul cardíac. Tenen la 

capacitat d’excitar-se i conduir potencials d’acció a través de la seva membrana cel·lular 

(27)(27)(27). Els cardiomiòcits són cèl·lules post-mitòtiques terminalment diferenciades i 

malgrat els esforços invertits per demostrar l'existència d'una replicació activa en el seu estat 

adult, el consens és que la renovació de cardiomiòcits humans en l'edat adulta és extremadament 

baixa o nul·la i que la majoria de les cèl·lules cardíaques que tenim en el moment del naixement 

romanen fins a la fi de les nostres vides (28)(18). A més, les proves experimentals indiquen que 

la mort apoptòtica intrínseca (citocrom c-depenent) és reprimida en els cardiomiòcits adults 

(29). Per tant, algunes de les característiques fenotípiques de l'envelliment dels cardiomiòcits 

poden reflectir el desenvolupament de canvis adaptatius progressius en les modificacions 

induïdes per l'edat en absència d'un programa actiu de suïcidi / reemplaçament de cèl·lules. 

Durant l’envelliment es produeix un acúmul progressiu de dany molecular dins de les 

cèl·lules, que contribueix a la pèrdua de l'homeòstasi cel·lular i augmenta el risc de malaltia i 

mort. El grau de dany molecular depèn de processos estocàstics que es poden accelerar per 

factors ambientals i augmenta durant l’envelliment degut a la disminució de l’eficiència dels 

mecanismes de reparació cel·lular que estàn genèticament controlats. 

Alguns trets fisiopatològics prevalents dels cardiomiòcits senescents, com per exemple un 

cert grau de desacoblament entre la demanda i la producció energètica, poden comprometre a la 

capacitat de les cèl·lules a adaptar-se i a respondre adequadament a l’exercici i l’estrès (30)(31) 

i poden conduir a una disfunció. Per tot això, pot ser difícil establir el límit entre la salut i la 

malaltia del cor durant l’envelliment (32)(18). De fet, algunes de les característiques 

fenotípiques més prevalents en els cardiomiòcits vells, és a dir, les alteracions en l’homeòstasi 

del calci intracel·lular (33), la disminució de l’eficiència respiratòria mitocondrial (34) i 

l’augment del estrès oxidatiu (35) també s’han descrit en la insuficiència cardíaca (32)(18).  

1.3. Reticle sarcoplàsmic i mitocondris en l’envelliment dels 

cardiomiòcits 

A causa de l’activitat contràctil ininterrompuda i d’intensitat variable que desenvolupen 

els cardiomiòcits al llarg de tota la vida, el control del calci i la generació d’ATP són dos 

processos cel·lulars crítics que estan regulats de forma estricta. El RS i els mitocondris son els 

orgànuls responsables d’ajustar de forma continua l’activitat contràctil amb l’aport energètic i la 

demanda metabòlica en cada batec cardíac (36)(37)(38).  

1.3.1. El reticle sarcoplàsmic 

El RS és una estructura especialitzada del reticle endoplasmàtic present en els 

cardiomiòcits i les cèl·lules musculars esquelètiques. Forma un sistema de túbuls continus al 

voltant de les miofibril·les i es un dels principals responsables de la regulació de calci durant la 

contracció muscular. El RS és el reservori més important de calci intracel·lular en el múscul 

cardíac i participa de forma activa en el acoblament electromecànic entre l’excitació i la 

contracció. L’acoblament electromecànic comença quan un impuls elèctric o potencial d’acció 

que es desplaça per la membrana cel·lular obre els canals de tipus L, afavorint l’entrada de calci 

des de l’espai extracel·lular a l’interior de la cèl·lula. L’augment de calci intracel·lular promou 

l’obertura del receptor de rianodina (RyR) ubicat en la membrana de RS, estimulant l’alliberació 

de calci des del RS al citosol, un fenomen anomenat calcium induced calcium release (CICR) 

(39)(40). El calci interacciona amb la troponina T de les miofibril·les estimulant el 

desplaçament de la tropomiosina i donant lloc a l’escurçament de la fibra (contracció) a partir de 
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la unió de l’actina amb la miosina. Un cop el potencial d’acció de membrana retorna a valors 

basals o de repòs, el procés es reverteix, restaurant els nivells de calci citosòlic a través de la 

bomba ATPasa de Ca2+ del RS (SERCA) a l’interior del RS en un procés que és depenent 

d’ATP (relaxació).  La part remanent del calci que havia entrat pels canals L és eliminada a 

l’exterior de la cèl·lula per l’intercanviador Na+/ Ca2+  de la membrana plasmàtica (41)(42). 

D'altra banda, l'entrada de Ca2+ en el mitocondri es contraresta pels intercambiadors de calci 

mitocondrial Na+ / Ca2+ (mNCX) i H+ / Ca2+ (mHCX) (Figura 6) (43). 

 

 

 

Figura 6: Esquema que il·lustra el procés d’acoblament electromecànic (cicle cel·lular d’excitació-

contracció). En el punt 1, potencial d’acció, s’allarga en el temps tota la contracció. Una petita fracció de 

calci entra als cardiomiòcits a través dels canals de membrana de tipus L depenents de calci i es 

desencadena l’alliberació del calci contingut al reticle sarcoplàsmic (RS) activant els receptors de 

rianodina (RyR). El calci alliberat pel RS estimula les miofibril·les contràctils per dur a terme la 

contracció del múscul cardíac. Una part d’aquest calci es captat pels mitocondris a travès del 

unitransportador mitocondrial de calci (MCU), el calci mitocondrial regula l’activitat del cicle de Krebs i 

la producció d’ATP mitocondrial. La concentració de calci citosòlic es normalitza en cada cicle 

mitjançant la recaptació de calci per part del RS a través de la SERCA ATPase i l’intercanviador Na+ / 

Ca2+ (NCX) de la membrana plasmàtica. Figura modificada a partir de Bers et al. (44). 

 

L’edat avançada s’associa amb trastorns en el procés d’acoblament mecànic en els 

miòcits ventriculars que pot augmentar la propensió a les arrítmies cardíaques en la població 

envellida (25)(45). Entre les diverses proteïnes i transportadors del RS que poden ser candidats 

a ser afectats per l'edat, RyR i SERCA s'han proposat de manera consistent per a què hi tinguin 

un paper important (46).  

El RyR és el canal iònic intracel·lular més gran conegut. Està format per una estructura 

homotetramèrica amb una massa molecular de més de 2,2 megadaltons. Existeixen 3 isoformes 

del RyR, de les quals la isoforma 2 (RyR2) es la més abundant al múscul cardíac. El RyR2 és 

una molècula de 564 kDa de massa formada per un tetràmer amb un alt contingut de cisteïnes 

(Cys) en la seva cadena polipeptídica: consta d’un total de 360 residus, dels quals 84 es troben 

en forma reduïda (grups sulfidril o tiol (-SH)) (47). Dins el RS, els canals RyR es troben molt a 

prop dels canals de calci de tipus L (LTCC) per facilitar el transport ràpid i coordinat de Ca2+ 
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des del sarcolemma. El RyR també participa en el procés d’acoblament electromecànic facilitant 

l’intercanvi de calci entre el RS i els mitocondris (48)(49)(50). El 80 % de la seva massa 

molecular es troba al citosol, una ubicació que el fa particularment susceptible als productes 

dicarbonils que es generen en la cèl·lula (especialment Arg i Lys a la regió citosòlica) 

(51)(52)(53). En aquest sentit, és important indicar que el RyR interactua amb múltiples 

proteïnes per formar un gran complex proteic que regula la seva funció en condicions 

fisiològiques. En general, no s’han detectat canvis en els nivells d’expressió del RyR durant 

l’envelliment. No obstant això, com a grans complexos macromoleculars, RyR pot modular 

l’expressió i l’activitat de múltiples proteïnes accessòries que també participen en la regulació 

del calci, com la calmodulina (CaM), la calsequestrina (CSQ2), junctina i triadina (54). Aquesta 

interacció proteica també és fonamental per a la progressió de la disfunció cardíaca (55). La 

probabilitat de que els canals de RyR es mantinguin oberts és finita, la qual cosa condueix a 

petites fugues de calci des del RS durant la diàstole, conegut com a calcium leak (56). Algunes 

d'aquestes fugues es poden visualitzar com a espurnes de Ca2+ (calcium sparks) mentre que 

altres són invisibles a causa dels límits de detecció actuals. Treballs previs indiquen que la fuga 

de Ca2+ és elevada al cor durant l'envelliment (57)(58)(59) però els mecanismes responsables no 

s’han establert de forma definitiva. 

Associat amb RyR, SERCA és la proteïna més abundant del RS cardíac. SERCA és una 

ATPasa de calci que transfereix el calci del citosol al lumen del RS a costa de la hidròlisi 

d’ATP, permetent una relaxació contràctil (diàstole). És responsable del segrest de la major part 

del calci citosòlic alliberat pel RyR en cada contracció, tot i que la quantitat total de calci que 

pren SERCA depèn de cada espècie animal. Així, per exemple, en els rosegadors, el SERCA 

recapta el 92 % del calci citosòlic i només el 8 % restant és extret per l’intercanviador Na+ / 

Ca2+ (56), mentre que en els humans l’intercanviador SERCA i Na+ / Ca2+ contribueixen al 76 % 

i el 24 % de normalització del calci, respectivament  (60). L’afinitat del SERCA pel calci es 

controla principalment per la proteïna reguladora fosfolambà (PLB). Així, el SERCA és inhibit 

pel PLB. La fosforilació a Ser-16 per proteïna kinasa A (PKA) o per calmodulina kinasa II 

(CaMKII) a Thr-17 activa PLB. A més SERCA és altament sensible als canvis en l’estat 

metabòlic del citosol, incloent la relació ATP/ADP, el pH i el potencial redox (42), i pot 

interactuar amb una àmplia gamma de proteïnes incloent, fosfatasa 1 (PP1), calreticulina i 

sarcolipina (61). Les dades experimentals sobre la seva expressió i funció durant l’envelliment 

són confuses i a vegades contradictòries (62). En insuficiència cardíaca, alguns estudis no han 

pogut demostrat canvis en la funció de SERCA (57)(33), mentre que altres descriuen una 

reducció de la captació de calci per la SERCA (63), així com una disminució del contingut de 

calci en el RS (64)(42). S’ha demostrat que l’expressió de proteïnes de SERCA disminueix amb 

l’edat (25). La disminució en el contingut de calci en el RS i la reducció de l’amplitud dels 

trànsits de calci també s’han descrit en cardiomiòcits auriculars humans envellits, afavorint 

l’aparició de disfuncions contràctils, com la fibril·lació auricular (65). 

1.3.2.  Els mitocondris 

Els mitocondris són els orgànuls cel·lulars encarregats de subministrar energia a la 

cèl·lula en forma d’ATP en un procés depenent de consum d’oxigen que s’anomena fosforilació 

oxidativa. La fosforilació oxidativa es basa en la generació d’un gradient electroquímic de H+ en 

la membrana interna del mitocondri durant el transport d’electrons a través dels enzims de la 

cadena respiratòria de la membrana interna mitocondrial. Aquest gradient és utilitzat per l’ATP 

sintasa mitocondrial per generar ATP. El cor és l’òrgan amb major consum energètic de 

l’organisme (30 kg d’ATP/dia) (66). Per aquest motiu, els cardiomiòcits són les cèl·lules que 
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contenen major número de mitocondris (7000 mitocondris/cèl·lula, 35 - 40 % del volum 

cel·lular). 

La microscòpia electrònica de transmissió ha permès evidenciar la presència de diferents 

poblacions mitocondrials dins els cardiomiòcits (Figura 7): 1) els mitocondris subsarcolemmals 

(SS), en contacte amb el sarcolemma, amb baixa densitat electrònica en la matriu i crestes 

lamel·liformes; 2), els mitocondris interfibril·lars (IF), distribuïts entre les miofibril·les d'actina-

miosina, més allargats i amb alta densitat electrònica i crestes tubulars; i 3) els mitocondris 

perinuclears (PN), localitzats al voltant del nucli (67). Cada una d’aquestes poblacions 

mitocondrials té unes característiques bioquímiques pròpies i diferencials (67). Aquesta alta 

subespecialització dels mitocondris cardíacs indica que poden estar implicades en diferents vies 

de senyalització i poden exercir rols fisiològics específics en els cardiomiòcits (68). 

Els mitocondris IF són els més abundants en les cèl·lules cardíaques, representen al 

voltant del 80 % de la massa total de mitocondris (69). Aquesta subpoblació té una alta capacitat 

de captació i retenció de calci i es més resistent a experimentar l'obertura del por de transició 

mitocondrial (mPTP). EL mPTP es un augment brusc de la permeabilitat de la membrana 

interna mitocondrial a ions i metabòlits fins a 1.5 kDa. Certes condicions patològiques a on hi 

ha un excessiu estrès oxidatiu o sobrecàrrega de calci mitocondrial poden induir l'obertura 

irreversible del mPTP (70). El mPTP és un canal no específic que permet la difusió de 

molècules de fins a 1500 da. La seva obertura permanent és incompatible amb la vida cel·lular 

perquè indueix: 1) entrada massiva de protons i dissipació irreversible del potencial de la 

membrana mitocondrial (ΔΨm), impedint la fosforilació oxidativa i la síntesi d’ATP; 2) calcium 

leak i nucleòtids, entre altres molècules petites; 3) entrada d’aigua i soluts de massa molecular 

fins a 1500 Da provocant una dilatació de la matriu, desplegament de crestes mitocondrials i 

ruptura de la membrana mitocondrial externa. En condicions fisiològiques, la subpoblació de 

mitocondris IF està exposada a una major concentració de calci (71). Els mitocondris IF tenen 

una activitat respiratòria més elevada que suggereix una major activitat metabòlica (72). La 

proximitat dels mitocondris IF a les intenses exigències energètiques dels miofilaments també 

pot contribuir a diferències funcionals en el maneig de Ca2+ mitocondrial (73). 

En canvi, els mitocondris SS tenen crestes lamel·liformes i una morfologia més variable 

al estar restringits a la superfície de la cèl·lula en contacte amb el sarcolemma, s’ha suggerit que 

proporcionen l’ATP necessari pel funcionament dels transportadors iònics del sarcolemma però 

tenen probablement altres funcions reguladores no identificades (74).  

Els mitocondris PN es concentren en clústers al voltant del nucli cel·lular i presenten una 

morfologia més rodona i més petita que la subpoblació de mitocondris IF. Aquests grups 

perinuclears estan densament empaquetats i mostren una autofluorescència més brillant com a 

resultat de la major concentració de NADH mitocondrial (73). Aquesta agrupació mitocondrial 

perinuclear pot servir per impulsar el metabolisme mitocondrial a generar ATP a prop de el 

nucli (75), segons un concepte prèviament proposat d'una xarxa integrada de fosfotransferencia i 

canalització d'energia entre els mitocondris i el nucli (76). El paper fisiològic dels mitocondris 

perinuclears segueix sent un misteri, però sembla raonable especular que poden tenir un paper 

en la maquinària d'importació nuclear (77)(67). 

Diversos estudis han vinculat el procés d’envelliment amb la disfunció mitocondrial, per 

mecanismes que encara no estan ben establerts. Així s’ha descrit una reducció del nombre de 

mitocondris actius, que pot ser deguda a una disminució de la biogènesi mitocondrial, o a una 

mitofàgia defectuosa que porta a l’acumulació de mitocondris danyats (78). També s’ha descrit 

alteracions en la funció dels complexes respiratoris i en l’eficiència de producció d’ATP durant 

l’envelliment (79), així com alteracions en la formació de supercomplexos respiratoris, entre 

d’altres.  
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Figura 7: Micrografia electrònica de transmissió del miocardi de rata que il·lustra les diferents 

poblacions mitocondrials dins els cardiomiòcit. Mitocondris subsarcolemals (SSM); Mitocondris 

interfibril·lars (IFM); i mitocondris perinuclears (PNM). Figura procedent de Davidson (80).  

 

Un paper fonamental dels mitocondris es el de participar en el control del calci cel·lular. 

Els mitocondris són, juntament amb el RS, els orgànuls cel·lulars amb major capacitat per 

acumular calci al seu interior, ajudant, d’aquesta forma, a mantenir la homeòstasis del calci 

citosòlic (81)(82). Una part del calci alliberat pel RyR des del RS és captat pel mitocondri a 

través del canal d’anions dependents de voltatge (VDAC), una porina que s’ubica en la 

membrana mitocondrial externa. El calci passa a la matriu mitocondrial a través del MCU situat 

en la membrana mitocondrial interna (83). Encara que el MCU presenta una baixa afinitat pel 

calci (de l’ordre de μM), el calci passa activament a l’interior de la matriu degut a que existeix 

una gran densitat del transportador en membrana (10 - 40 per μm2) i a que el calci assoleix una 

concentració molt elevada en els microdominis cel·lulars formats per la interacció del RS i els 

mitocondris. En el citosol existeixen zones amb alta densitat de mitocondris propers al RS que 

es consideren punts calents de calci, a on el 90 % dels RyR estan físicament pròxims als 

mitocondris (entre  50-100 nm de distància entre ambdós) (84) estabilitzats per enllaços 

moleculars entre el RyR i VDAC (85)(86). El calci estimula la producció d'ATP mitocondrial 

mitjançant la regulació de l’activitat de tres deshidrogenases del cicle de Krebs: piruvat 

deshidrogenasa, isocitrat deshidrogenasa i α-cetoglutarat deshidrogenasa (87). A travès de la 

regulació del cicle de Krebs, el calci mitocondrial modula la generació de dos donants 

d’electrons (NADH i FADH) necessaris per a la síntesi d’ATP; també regula la generació de 

NADPH necessari per a la regeneració d’enzims antioxidants (TRX i GSH) (43)(88). El 

manteniment de l’homeòstasi de calci té un cost d’ATP important per als cardiomiòcits, sent 

SERCA i els transportadors iònics sarcolemmals dependents d’ATP (és a dir, l’ATPasa de Na+ / 

K+) les proteïnes consumidores d’energia més grans (64). Per tant, la baixa o nul·la producció 

d’ATP pot provocar alteracions en el maneig de calci i en l'activitat contràctil (83)(89). 

El nostre grup ha descrit que els mitocondris IF dels cor dels ratolins vells desenvolupen 

un dèficit en la seva capacitat per tolerar la sobrecàrrega de calci i com a conseqüència es tornen 

més susceptibles a desenvolupar mPTP durant el dany per isquèmia-reperfusió (30). També hem 

demostrat que els mitocondris son capaços de captar calci de forma activa durant la isquèmia 

abans de que es produeixi una despolarització total de la seva membrana (90). D’aquesta forma, 

els mitocondris poden contribuir a reduir la sobrecàrrega de calci citosòlic que es produeix 

durant la isquèmia-reperfusió reduïnt la taxa d’hipercontractura i la mort cel·lular. Tanmateix, 

en aquest laboratori també s’ha descrit que en cardiomiòcits de ratolins vells (>20 mesos) 

sotmesos a isquèmia-reperfusió, els mitocondris no capten calci amb la mateixa eficiència que 
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en cardiomiòcits de ratolins joves (30). Com a conseqüència d’això, els cardiomiòcits vells 

experimenten una major sobrecàrrega de calci citosòlic amb conseqüències deletèries sobre la 

supervivència cel·lular (major grau d’hipercontractura, major mPTP i major necrosi)  (30). 

1.3.3. Comunicació RS i mitocondris en l’homeòstasi del calci intracel·lular 

El RS i els mitocondris estan funcionalment coordinats en el maneig del calci i la síntesi 

d’ATP, elements necessaris per la contracció muscular i l’ajust de la producció energètica amb 

la demanda mecànica de la cèl·lula (38). Aquesta coordinació és possible gràcies a l’estreta 

comunicació anatòmica entre aquests dos orgànuls. Les conseqüències de l’alteració de la 

comunicació entre aquests dos orgànuls són cada vegada més reconegudes en la fisiopatologia 

del cor, degut al seu impacte sobre la generació d’ATP, la regulació del calci i el manteniment 

de les defenses antioxidants (estrès oxidatiu).  

La comunicació fisiològica entre el RS i els mitocondris va ser descrita per primera 

vegada per Copeland al 1959 (91). Trenta anys després d’aquest descobriment es va aïllar, per 

primera vegada, la fracció cel·lular coneguda com a membranes associades als mitocondris 

(MAMs) a partir de centrifugació diferencial i purificació amb Percoll (92). Alguns anys més 

tard, els estudis de Rizzuto van demostrar la existència de microdominis de calci al voltant de 

les regions subcel·lulars del RS i els mitocondris, amb importants conseqüències funcionals 

(93). La interacció entre ambdós orgànuls resulta en una simbiosi funcional, a on el RS 

proporciona el calci necessari per a l’ajust de la fosforilació oxidativa i la producció d’ATP en 

el mitocondri, i el mitocondri proporciona ATP al RS per activar la recaptació del calci 

mitjançant la SERCA després de la contracció cel·lular (43)(94)(38)(93) (Figura 8).  

 

 

 

 

Figura 8: Interacció entre els mitocondris i el RS. Imatge 

obtinguda per microscòpia electrònica de rastreig d’una secció 

longitudinal ultrafina d’un cardiomiòcit de gos a on es mostra el 

reticle sarcoplasmàtic (RS) que s’estén com una xarxa establint 

contactes de gran proximitat amb els mitocondris (M). Figura 

modificada a partir de (95). 

 

 

 

El nostre grup ha descrit una comunicació defectuosa entre els mitocondris i el RS en 

cardiomiòcits de cors senescents. Estudis recents demostren que la captació de Ca2+ 

mitocondrial depèn més dels microdominis anatòmics-funcionals establerts amb el RS que de la 

concentració de calci citosòlic. Hi ha evidències experimentals que indiquen que les alteracions 

en la comunicació entre el RS i els mitocondris poden tenir un paper causal en la insuficiència 

cardíaca (77).   

S'ha suggerit que la interacció entre el RS i els mitocondris participa en els trànsits de Ca2+ 

i en la disfunció mitocondrial observada tant en cors diabètics com en la gènesi de determinades 

arrítmies, i pot tenir un paper important en el dany miocàrdic per isquèmia-reperfusió. Així, 

durant la reperfusió, la re-energització en presència de sobrecàrrega citosòlica de Ca2+ provoca 

oscil·lacions de Ca2+ impulsades pel RS, que poden promoure l’obertura del mPTP (96). A més 

a més, aquest fenomen es bidireccional, ja que la obertura del mPTP pot alliberar calci al citosol 

i afavorir el desenvolupament d’hipercontractura i mort cel·lular (38). Es va demostrar una 
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interacció parcialment interrompuda de VDAC i RyR en cardiomiòcits ventriculars de cors 

envellits, aquest interacció alterada no pot explicar-se per una disminució de l'expressió 

d'aquestes proteïnes, perquè la quantitat de RyR i VDAC, segons la quantificació del marcatge 

inmunofluorescent, la tècnica del Western blot i la proteòmica, va ser similar en ambdós grups 

d'edats. L’alteració en la proximitat anatòmica entre RS i els mitocondris, els defectes en 

l'alliberació de calci pel RyR o la intercomunicació entre el RS i els mitocondris són cada 

vegada més reconeguts com un factors importants en la fisiopatologia de diverses condicions en 

el cor, i amb conseqüències sobre la disponibilitat d'ATP, el calci citosòlic i l'estrès oxidatiu, 

tenint una repercussió negativa en l’homeòstasi del calci i simultàniament podent provocar una 

disfunció mitocondrial (96). 

1.4. Productes finals de glicació avançada 

Els productes finals de glicació avançada (en anglès, advanced glication end-products; 

AGE) són un grup heterogeni de compostos generats a través de la glicació no enzimàtica de 

proteïnes, lípids i àcids nucleics. Els AGE han estat implicats en molts trastorns vinculats amb 

l'edat i s'han relacionat amb l'estrès oxidatiu de l'envelliment (97)(51)(98). Els AGE són de 

naturalesa i origen endogen; però, també es poden adquirir a partir de fonts exògenes com: el 

fum del tabac i alguns aliments i begudes processats. Els canvis químics estructurals que donen 

lloc a aquests compostos es desenvolupen lentament durant dies o mesos, de manera que les 

proteïnes que tenen una vida mitjana llarga, com el col·lagen, són més susceptibles a ser 

modificades per l'exposició sostinguda als precursors d’AGE (99).  

Els AGE exerceixen els seus efectes patògens mitjançant tres mecanismes moleculars 

principals: modificació de proteïnes extracel·lulars, modificació de proteïnes intracel·lulars i 

activació de cascades de senyalització mitjançant la unió als receptors de membrana dels AGE 

(RAGE). En l’àmbit mèdic aquest procés de glicació molecular és d’interès degut a la notòria 

associació entre els AGE i certes patologies cròniques com malalties vasculars, renals, diabetis, 

cataractes i malalties degeneratives (Parkinson, dipòsits de substàncies amiloides en la malaltia 

d’Alzheimer) (100)(101). 

La glicació de les proteïnes extracel·lulars pot alterar l'estructura, la funció i les propietats 

del teixit, i pot desencadenar una resposta inflamatòria. El col·lagen, l'elastina i la laminina són 

proteïnes estructurals clau de la membrana i del teixit connectiu. Tenint en compte la seva llarga 

vida mitjana i la seva composició d'aminoàcids, són altament susceptibles a patir modificacions 

químiques que les converteixen en AGE. Les molècules de col·lagen glicat són resistents a la 

digestió proteolítica (23), i formen enllaços creuats amb altres proteïnes extracel·lulars, 

provocant una alteració de la matriu extracel·lular. En els vasos, aquest mecanisme provoca una 

disminució de la flexibilitat de les parets i un augment de la rigidesa vascular (102)(103)(104). 

La glicació de proteïnes extracel·lulars estructurals en la matriu del miocardi també augmenta la 

rigidesa del miocardi, contribuint a deteriorar la relaxació i la disfunció diastòlica (105). Les 

proteïnes circulants com l’albúmina, hemoglobina, immunoglobulines i lipoproteïnes també 

poden ser diana de glicació, especialment en condicions d’hiperglucèmia, ja que la glucosa és 

un precursor important de la formació d’AGE.  

El RAGE és un receptor transmembrana de 45 kDa, un multilligand que pertany a la 

família de les immunoglobulines, que reconeix estructures tridimensionals enlloc de seqüències 

oligomèriques. La unió dels AGE a la proteïna comença la transcripció del factor proinflamatori 

(NF-κB) amb la resposta inflamatòria consegüent. Aquest receptor està format per un domini 

extracel·lular, un domini transmembrana i un domini citoplasmàtic curt que és essencial per a la 

transducció (106). Fins al moment no es compta amb assaigs clínics controlats que demostrin la 
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importància de sRAGE en humans; però, diversos estudis han assenyalat que nivells disminuïts 

s'associen a una major incidència d'esdeveniments cardiovasculars (107). 

1.4.1. Formació dels AGE 

La glicació atén a la modificació irreversible i no enzimàtica de molècules (proteïnes, 

lípids, ADN) a partir d’una hexosa, pentosa o aldehids generats durant el metabolisme dels 

glúcids, peroxidació lipídica i autooxidació de sucres. Les formes químiques que se’n deriven 

poden donar lloc a estructures glicades entre-enllaçades (108). 

Louis-Camille Maillard (109), va ser el primer en descriure la reacció entre un sucre i un 

grup amino (coneguda com reacció de Maillard). La reacció de Maillard engloba una sèrie de 

reaccions complexes que comprenen deshidratacions, reordenaments moleculars i formació 

d’aldehids altament reactius que, modificant altres molècules de forma irreversible, generen als 

AGE (110) (Figura 9). 

 

 

 

Figura 9: Esquema del procés químic de formació dels AGE. La formació canònica dels AGE es 

produeix en tres etapes. En la etapa inicial, els sucres reaccionen amb un grup amino lliure per formar la 

base de Schiff, que es transforma ràpidament en un producte més estable conegut com a producte 

d’Amadori. En la etapa intermèdia, el producte d’Amadori es degrada a diversos compostos dicarbonílics 

reactius. En la etapa final, es generen les formes glicades més avançades o AGE (compostos 

irreversiblement modificats). Figura modificada a partir de Singht, Bali, Singh i Jaggi, 2014 (111). 

1.4.2. Precursors, sistemes de detoxificació i tipus d’AGE 

1.4.2.1. Metilglioxal i Glioxal són importants precursors fisiològics d’AGE 

Un pas crític per a la formació d'AGE és la generació d'intermediaris dicarbonílics 

(principalment metilglioxal (MG) i glioxal (GO)). Els dicarbonils són compostos molt tòxics i 

reactius que evolucionen lenta i irreversiblement cap a la formació d’AGE (108) (Figura 10). 

Els intermediaris dicarbonílics poden interaccionar amb els grups amino d’una proteïna, formant 

un enllaç covalent de tipus irreversible. Aquesta modificació pot afectar a l’estructura de la 

proteïna i en conseqüència alterar la seva funció biològica (112). S’ha proposat que la toxicitat 

del MG i el GO pot conduir a l'etiopatogènesi de malalties cardiovasculars, diabetis mellitus, 

malaltia de Parkinson i malaltia d'Alzheimer (113)(114). Els compostos dicarbonílics són unes 

2000 vegades més reactius que la glucosa (115). Degut a la seva toxicitat, totes les cèl·lules de 

l’organisme presenten sistemes de detoxificació específics i molt eficients (la via de 
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detoxificació depenent de la glioxalasa) que permeten convertir els compostos dicarbonílics en 

metabòlits sense capacitat glicativa, que després s’excreten per l’orina (108).  

 

Glioxal 
(GO)

Metilglioxal 
(MG)

3-Deoxiglucosona 
(3-DG)

Glicoaldheid
(GA)

 
 

Figura 10: Principals precursors d’AGE. Figura modificada a partir de Rabbani i Thornalley, 2015 

(108).  

 

El MG és un producte omnipresent en el metabolisme cel·lular. Es genera 

fonamentalment a partir d’intermediaris de la glucòlisi per fragmentació espontània del 

gliceraldehid-3-fosfat i la fosfat de dihidroxiacetona. La taxa de formació de MG depèn de 

l'organisme, el teixit, el metabolisme cel·lular i les condicions fisiològiques. S'estima que el 0,1-

0,4 % del flux glicolític resulta en la producció de MG  (116) i que la taxa de formació de MG, 

gliceraldehid 3-fosfat (GAP), és de 0,1 mM per dia en teixits de rata (Richard, 1991). S'ha 

valorat que la concentració de MG en el fluid cerebrospinal de pacients és de 10 - 20 μM (114), 

i la concentració de MG intracel·lular es troba en el rang baix de μM (117). És important 

destacar que, com que el MG és altament reactiu, la seva vida mitjana és curta en un entorn 

biològic i, per tant, en el moment i lloc de producció, les concentracions en punts concrets de 

l’organisme poden ser significativament més altes (116). Com a exemple de la potència en què 

el MG reacciona amb mostres biològiques, l'addició de 1 μM [14C] MG al plasma humà ex vivo 

es capaç de produir una unió irreversible completa de MG a la proteïna plasmàtica en menys de 

24 h a 37 °C (117). En conseqüència, fins a un 90 - 99 % de MG cel·lular està lligat a 

macromolècules, i l'avaluació de MG total (lliure + lligat) suggereix que es poden arribar a 

concentracions cel·lulars fins a 300 μM (118)(119). Els nivells més elevats de MG es 

produeixen quan les concentracions dels seus precursors són elevades, com en la hiperglucèmia 

i la deficiència d'isomerasa triosafosfat (120). La reacció entre el MG i l’arginina dóna lloc a 

diversos tipus d’AGE, com l’argipirimidina i les hidroimidazolones (MG-H1, MG-H2). La 

reacció entre el MG i la lisina dóna lloc a Nε-carboxietil-lisina (CEL) (121).  

El GO és el dialdehid més petit que s’origina endògenament a partir de l’autooxidació de 

sucres, oxidació de l’ADN i oxidació lipídica. Aquestes reaccions estan afavorides per l’estrès 

oxidatiu i esgotament de glutatió (122)(123). El GO reacciona amb la lisina produint N-ε-

carboximetil-lisina (CML).  

 

En la Figura 11 s’hi resumeix les vies de formació endògena del MG, GO, 3-DG i GA. 
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Figura 11: Factors endògens relacionats amb la formació dels precursors d’AGE: GO, MG, 3-DG i 

GA. Figura modificada a partir de Kielhorn et al. 2004 (122). 

1.4.2.2. Detoxificació dels precursors d’AGE 

La formació d’AGE està íntimament associada al metabolisme cel·lular i la seva 

producció és constant, de tal forma que la cèl·lula s’aprovisiona de sistemes per evitar-ne la 

seva formació i així, prevenir el dany molecular que generen. Hi ha un conjunt especialitzat 

d'enzims que prevenen la glicació de proteïnes en els sistemes fisiológics.  

El sistema de glioxalasa (Glo) es va descobrir el 1913 com un sistema enzimàtic que 

catalitza la conversió del MG a lactat en els sistemes fisiològics (Dakin, H. D. and Dudley, H. 

W. 1913); El 1951 es va demostrar que hi havia dos passos seqüencials catalitzats per la 

glioxalasa 1 (Glo 1) i la glioxalasa 2 (Glo 2) (Figura 12) (125).  

La Glo 1 es troba al citosol de la cèl·lula i la Glo 2 en la matriu mitocondrial. La reacció 

de detoxificació depenent de Glo, necessita de glutatió per la catàlisi dels substrats. Els substrats 

són el MG i el GO. S’ha demostrat que els productes terminals del metabolisme del MG pels 

sistema de la Glo són el D-lactat i el glicolat, respectivament (126) (Figura 13).  

Altres enzims com les aldo-ceto reductases i l’aldehid deshidrogenasa, també participen, 

en menor grau, en la detoxificació de precursors de compostos dicarbonílics. L’activitat 

d’aquests enzims també ajuda a mantenir dins dels límits fisiològics les concentracions de 

dicarbonils reactius que es formen durant el metabolisme cel·lular i que poden actuar com a 

agents glicans endògens (108)(53). 
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Figura 12: El desenvolupament històric del sistema de la glioxalasa en investigacions d’envelliment.  

 

 

 

 

 

 

Figura 13: La via de la Glioxalasa. 

La via de la glioxalasa comprèn dos 

enzims (Glo 1 i Glo 2) responsables 

de la transformació de MG y GO 

dependent de glutatió, que produeix 

D-lactat i glicolat, respectivament. El 

glutatió actua com a cofactor 

d’aquesta via. Figura modificada a 

partir de Xue et al.(126). 

 

 

 

 

 

 

Tenint en compte les funcions en la formació i la citotoxicitat dels AGE, la Glo 1 i el MG 

s'han relacionat en les complicacions diabètiques (és a dir, les malalties micro i macro-

vasculars), el càncer i l'envelliment (127)(128)(129)(130). 

 

1.4.2.3. Paper del ROS en la generació d’AGE 

Els ROS són molècules altament reactives amb un nombre imparell d'electrons, la qual 

cosa les habilita a interactuar amb altres molècules i formar així, més radicals lliures. Al mateix 



Introducció 

 

40 

temps existeixen mecanismes de protecció contra els ROS, que són els antioxidants enzimàtics, 

com l’enzim superòxid dismutasa (SOD) i no enzimàtics (131). Es diu que hi ha estrès oxidatiu, 

quan la producció de radicals lliures supera la capacitat antioxidant de l'organisme. El paper de 

l'estrès oxidatiu ha estat ben documentat en moltes patogènesis de malalties (132).  

La principal font de ROS a les cèl·lules de mamífers és el degoteig d’electrons de la 

cadena respiratòria mitocondrial i la seva posterior transferència a oxigen molecular, donant lloc 

a la formació del anió superòxid (O2
•-). Juntament amb el peròxid d’hidrogen (H2O2) i l’òxid 

nítric (•NO), el superòxid es considera un dels principals ROS primaris, que forma la varietat 

majoritària d’altres ROS que es troben en les cèl·lules.  

La producció de ROS mitocondrial s’ha postulat per estar relacionada causalment amb el 

procés d’envelliment en el que es coneix com la teoria radical lliure de l’envelliment (133). 

Aquesta teoria es va postular per Denham Harman a mitjans del segle XX, quan es va descobrir 

que els radicals lliures d’oxigen, que es considerava que eren molt perjudicials i tòxics per les 

estructures biològiques, i que es formaven dintre dels organismes com a resposta a radiacions, 

intoxicacions per oxigen o, simplement, durant la respiració mitocondrial, és a dir, el 

metabolisme normal de les cèl·lules (133). Aquestes molècules tenen la capacitat de generar 

dany i estrès oxidatiu, fet que condueix al dany tissular i l’envelliment. A més, es va determinar 

que els mitocondris es el principal lloc de generació dels radicals lliures i les seves principals 

dianes (134), i que es produïen durant la respiració cel·lular, com el peròxid d’hidrogen. 

Aquests radicals lliures són destructius i ataquen a gran quantitat de molècules de la cèl·lula, 

però sobretot són perjudicials pel grau de mutacions que poden originar en el DNA (135)(136). 

Per sort, aquest dany es pot reparar, però encara així les estructures cel·lulars es deterioren 

progressivament, sobretot els mitocondris, on s’observa l’aparició de malalties relacionades 

amb l’envelliment (137). Aquest dany s’anomena dany oxidatiu, i produeix el que es coneix 

com estrès oxidatiu, que al seu torn, és causat per un desequilibri entre la producció de radicals 

lliures i la capacitat d’un sistema biològic de reparar el dany que produeixen, és a dir, la 

quantitat d’antioxidants (138). 

Tot i que les dades experimentals continuen sent controvertides, aquesta teoria ha 

demostrat no ser suficient per explicar la complexitat de l’envelliment biològic. Els ROS 

mitocondrials tenen un doble paper: d’una banda, participen en vies de senyalització que 

promouen ser cardioprotectores; d’altra banda, poden tenir efectes perjudicials en actuar sobre 

diverses dianes cel·lulars, és a dir, ADN mitocondrial, lípids i proteïnes, incloent els enzims 

dels complexos respiratoris. Els danys oxidatius dels complexos respiratoris poden deteriorar 

encara més la respiració mitocondrial i augmentar la producció de ROS en un cercle viciós, 

provocant finalment una disminució del nombre de mitocondris i un agreujament del dèficit 

energètic (139). 

L'estrès oxidatiu indueix la peroxidació dels lípids i les reaccions de glicació, que 

condueixen a la formació de compostos altament reactius i electrofílics que ataquen als grups 

amino en les proteïnes causant modificacions covalents i donant lloc a la generació d'AGE 

(140). Estudis anteriors han demostrat que l’augment d’AGE pot ser causa de desenvolupament 

o factor mediador de moltes malalties sistèmiques i pot causar una àmplia gamma d’efectes 

patològics com induir citocines inflamatòries i augmentar l’estrès oxidatiu (141). S'espera que 

tant la reducció de glutatió com l'acumulació d'intermediaris dicarbonil augmentin amb l'estrès 

oxidatiu, afavorint reaccions de glicació intervingudes per ROS després d'una retroalimentació 

positiva (estrès glicooxidatiu) (113). Aquest estrès glicooxidatiu pot tenir tant efectes directes 

sobre les proteïnes i potenciar el dany glicatiu mediat per ROS. L'augment de ROS i AGE 

representen dos marcadors de l'estrès oxidatiu patognomònic i poden causar hiperinflamacions i 

danys permanents del teixit. 
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1.4.2.4. Tipologia dels AGE 

Els AGE constitueixen un grup heterogeni de compostos, i es classifiquen en referència a 

propietats físiques, com la fluorescència, i la seva capacitat d’entrellaçar a nivell intermolecular  

(Figura 14). 

 

 
 

Figura 14: Classificació dels AGE. AGE fluorescents i entrellaçats; AGE no fluorescents i no 

entrellaçats. Figura modificada a partir de Wu et al., 2011 (142). 

 

Així, atenent a la seva capacitat per fer enllaços intramoleculars, es classifiquen en AGE 

no entrellaçats (non-crosslinking AGE) i AGE entrellaçats (crosslinking AGE). Alguns AGE 

entrellaçats són fluorescents i es poden detectar amb espectroscòpia de fluorescència. Encara 

que no són els més abundants in vivo (representen un 1 % del total), resulten de gran utilitat en 

la pràctica clínica, ja que es poden detectar amb un transiluminador de fluorescència en la pell 

dels pacients. Entre els AGE no fluorescents i no entrellaçats de rellevància fisiològica 

destaquen  la CML (proposat com a biomarcador de l’envelliment i diabetis), hidroimidazolones 

(MG-H1 i MG-H2), argpiridina (cristal·lí), pentosidina (sèrum diabetis, plaques d’ateroma), 

tetrahidroxipiridina i AGE de glucosa. 

1.4.3. Paper dels AGE en l’envelliment del cor i possibles conseqüències funcionals 

Els AGE s’han estudiat en la fisiopatologia de diverses malalties relacionades amb 

l’envelliment, com el Parkinson, l’Alzheimer, les cataractes, la insuficiència renal crònica i la 

insuficiència cardíaca (143). El seu paper en l’envelliment del cor es poc conegut. S’ha suggerit 

que els AGE poden contribuir al desenvolupament de la insuficiència cardíaca alterant les 

proteïnes de la matriu extracel·lular. Tanmateix, es desconeix si es produeix un augment d’AGE 

intracel·lulars als cardiomiòcits i quines podrien ser les conseqüències funcionals d’aquest 

fenomen.  

A mesura que envellim, el cor s'adapta pitjor a l'exercici i es torna més vulnerable a 

l'estrès i al dany per isquèmia. Els cardiomiòcits desenvolupen un desajust progressiu entre les 
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seves necessitats energètiques i la capacitat per generar energia i un augment dels estrès oxidatiu 

que facilita el desenvolupament d'insuficiència cardíaca i de disfunció contràctil. De fet, l’edat 

avançada es un factor de risc independentment del desenvolupament d’insuficiència cardíaca. 

Com que ha estat documentat un augment d’AGE en diversos òrgans i teixits, aquesta tesi ha 

investigat si la glicació avançada participa en l’envelliment del cor i les possibles conseqüències 

funcionals que això pugui tenir. L’objectiu final es identificar noves dianes terapèutiques 

involucrades en la fisiopatologia de l’envelliment cardiac i la seva vulnerabilitat a desenvolupar 

insuficiència cardíaca, una malaltia de gran impacte social i mèdic. 
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2. Hipòtesi 

 

Durant l’envelliment es produeix un augment de les reaccions de glicació i un acúmul 

d’AGE en el teixit cardiac. L’augment de la glicació intracel·lular pot alterar la funció de 

proteïnes involucrades en l’eficiència energètica i/o el maneig de calci, afavorint el 

desenvolupament d’insuficiència funcional en els cardiomiòcits senescents.  
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3. Objectius 

 

L’objectiu principal d’aquesta tesi és investigar l’impacte de l’envelliment sobre la 

glicació de proteïnes intracel·lulars en els cardiomiòcits i estudiar les conseqüències funcionals 

que això pugui tenir sobre el RS i els mitocondris.  

 

Per tal d’arribar a aquest objectiu principal s’han plantejat els objectius secundaris 

següents: 

  

1. Avaluar els nivells globals d’AGE en teixit miocàrdic de ratolins joves (4-6 mesos) i 

vells (≥ 20 mesos) i pacients joves (< 75 anys) i ancians (≥ 75 anys) mitjançant 

tècniques independents i complementàries.  

 

2. Quantificar l’efecte de l’envelliment sobre l’eficiència de la via de detoxificació 

depenent de glioxalasa dels principals precursors d’AGE (MG i GO) en el teixit 

miocàrdic murí i humà.  

 

3. Determinar si el potencial augment de glicació durant l’envelliment afecta 

específicament al pool de proteïnes intracel·lulars dels cardiomiòcits. 

 

4. Identificar si les proteïnes intracel·lulars involucrades en la comunicació entre el RS i 

els mitocondris, són diana de glicació durant l’envelliment en el miocardi de ratolins 

vells i pacients ancians, i avaluar el possible impacte funcional de la glicació d’aquestes 

proteïnes i la funció dels mitocondris en el miocardi murí i humà. 
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4. Materials i mètodes 

4.1. Declaració ètica i disseny experimental 

 

Model murí 

 

Tots els procediments experimentals que han requerit l’ús de teixit animal han complert 

les exigències de la legislació vigent europea sobre experimentació animal (directiva EU 

2010/63EU), la legislació espanyola 2007/526 / CE sobre protecció d'animals amb finalitats 

científiques i han estat aprovats pel Comitè Ètic d’Experimentació Animal de l’Institut de 

Recerca del Vall Hebron (VHIR) de Barcelona, Espanya. 

En aquesta tesi s’han utilitzat mostres de miocardi de ratolins joves (4-6 mesos) i vells (≥ 

20 mesos) de la soca C57BL/6N per l’obtenció d’homogenats miocàrdics, vesícules aïllades de 

RS, cardiomiòcits aïllats  i mitocondris aïllats (Figura 15).  

Els ratolins, procedents dels laboratoris Charles River, Cerdanyola, Espanya, es van 

mantenir en una instal·lació autoritzada de nivell 2 per a animals d’investigació a l’estabulari de 

l’Institut de Recerca del Vall Hebron (VHIR). L’estabulació es va fer a una temperatura 

constant de 22 °C, una humitat relativa del 65 ± 3 % i un fotoperíode de 12 h de llum i 12 h de 

foscor. Es va estabular cinc animals per gàbia amb lliure accés a l’aigua i al pinso. En tots els 

casos, el teixit es va obtenir després de l’eutanàsia amb sobredosi anestèsica amb 150 mg/Kg de 

pentobarbital sòdic via intraperitoneal.  

 

 
 

Figura 15: Mostres biològiques utilitzades per fer les determinacions en el model murí. 
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Model humà 

 

Les mostres de miocardi humà van ser de pacients de ≥ 18 anys i havent signat un 

consentiment informat. El protocol d’estudi ha estat aprovat pel Comitè d’Ètica d’Investigació 

Clínica de l’Hospital Universitari de la Vall d’Hebron de Barcelona, Espanya, i ha estat elaborat 

seguint els requisits ètics de la investigació biomèdica de la Declaració d’Hèlsinki. 

Les mostres de miocardi humà procedeixen de l’apèndix de l’aurícula dreta d’un total de 

178 pacients, 109 pacients joves (< 75 anys) i 69 pacients ancians (≥ 75 anys) sotmesos a 

cirurgia cardíaca amb circulació extracorpòria al Servei de Cirurgia Cardíaca de l’Hospital 

Universitari de la Vall d’Hebron de Barcelona, Espanya (Figura 16). Aquestes mostres es van 

utilitzar per l’obtenció d’homogenats miocàrdics, vesícules aïllades de RS i mitocondris aïllats. 

Els pacients amb història clínica d’insuficiència cardíaca d’aurícula dreta amb dilatació 

auricular o insuficiència cardíaca del ventricle dret o hipertensió severa de l’artèria pulmonar 

(pressió pulmonar sistòlica ≥ 30 mmHg) van ser exclosos de l’estudi. Les mostres obtingudes al 

quiròfan es van traslladar immerses en solució salina freda i transportades en gel al laboratori de 

Cardiologia Experimental del VHIR i es van usar immediatament per realitzar l’aïllament de 

mitocondris o, van ser congelades en nitrogen líquid i guardades a -80 ºC per determinacions 

posteriors. 

 

 
 

Figura 16: Mostres biològiques utilitzades per fer les determinacions en el model humà. 
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4.2. Model murí 

4.2.1. Estudis amb homogenat de teixit miocàrdic de ratolins 

4.2.1.1 Quantificació del contingut global d’AGE en el miocardi 

El contingut d’AGE en el miocardi s’ha quantificat per dos tècniques independents: 

anàlisi massiva per proteòmica diferencial i Western blot.  

4.2.1.2.  Anàlisi massiva de proteòmica diferencial per cromatografia líquida d’alta pressió 

(HPLC) acoblada a espectrometria de masses 

La proteòmica diferencial quantitativa és una tècnica de química analítica que permet 

determinar canvis en l’abundància de pèptids relativa entre varis grups a analitzar, així com 

identificar modificacions post-transduccionals a nivell de seqüència peptídica amb l’ajut de la 

utilització  d’etiquetes isobàriques de massa en tàndem (tandem mass tags (TMT) de la Thermo 

Fisher) (144). 

Per poder avaluar de forma massiva l’efecte de l’envelliment sobre l’abundància de 

proteïnes miocàrdiques modificades per AGE es va realitzar l’anàlisi massiva per proteòmica 

diferencial. Aquesta anàlisi permet identificar els pèptids de les proteïnes a partir del seu 

espectre de masses, així com el tipus de glicació i l’abundància relativa dels pèptids glicats en el 

cor dels ratolins vells respecte els joves. L’anàlisi massiva de proteòmica de proteïnes 

miocàrdiques es va duu a terme en el laboratori de  Proteòmica Cardiovascular del Centro 

Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC) del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII), 

ambdós pertanyen al Centro de Investigación Biomédica en red Enfermedades Cardiovasculares 

(CIBERCV), Madrid, Espanya, dirigit pel Dr. Jesús Vázquez. 

L’anàlisi es va efectuar a partir d’homogenats procedents de 4 cors de ratolins joves 

d’entre 4-6 mesos i 4 cors de ratolins vells de ≥ 20 mesos d’edat. Per l’obtenció dels 

homogenats de teixit miocàrdic, els cors es van homogeneïtzar utilitzant unes boles de ceràmica 

(MagNa Lyser Green Beads apparatus, Roche, Germany). Posteriorment, 100 µg dels 

homogenats es van tractar amb iodoactemamida (50 mmol/L) dissolta en tampó HEPES a pH 

8,5 per tal de bloquejar grups sulfhídric i digerir després les proteïnes amb tripsina (sequencing 

grade trypsin, Promega) utilitzant una relació de 1:40 (1 part d’enzim per 40 de massa 

d’extracte) per tal d’obtenir els pèptids. Una vegada obtinguts els pèptids, aquests es van marcar 

amb etiquetes isobàriques de 10-plex (TMT 10 plex™, Thermo Fisher) per tal de poder 

diferenciar pèptids diferents amb la mateixa massa durant la fragmentació MS/MS en tàndem. 

Seguidament, la barreja de pèptids marcats es van fraccionar en cinc parts a partir de una 

cromatografia en fase reversa a pH bàsic. Cada una de les 5 fraccions de forma independent es 

van resoldre per nano_HPLC-MS/MS (espectre de masses FUSION, Thermo Scientific) per tal 

de separar els pèptids i obtenir el seu espectre de masses.  

La identificació dels pèptids es va realitzar mitjançant l’algoritme SEQUEST HT integrat 

en Proteome Discoverer 2.1 (Thermo Finnigan). Es van comparar els resultats dels espectres de 

masses (MS/MS) amb una base de dades de ratolí (UniProtKB/Swiss-Prot) per poder saber a 

quina proteïna corresponia cadascun del pèptids. El tipus de modificació per AGE es va 

identificar a través de la base de dades Unimod (www.unimod.org). Les modificacions per AGE 

trobades van ser les següents: 2-ammoni-6-[4-(hidroximetil)-3-oxidopiridini-1-il]-hexanoat 

(hidroximetilOP) a nivell de Lys, hidroxifenilglioxal (1HPG) a nivell d’Arg, bis-

hidroxifenilglioxal (2HPG) a nivell d’Arg, hidroimidazolona derivada de MG (MG-H1) i 

derivada del glioxal (G-H1) a nivell d’Arg, malondialdehid (MDA54) a nivell de Lys i 

carboximetilació a nivell de Lys i Trp. 

http://www.unimod.org/
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L’abundància dels pèptids es va calcular segons el mètode SEQUEST descrit per a 

Martínez-Bartolomé, S. (145) i a partir del valor de probabilitat FDR (False Discovery Rate) es 

van establir els canvis amb significació estadística. La determinació de l’abundància de pèptids 

modificats es va realitzar a partir del mòdul estadístic WSPP (Weighted Scan-Peptide-Protein) 

(Martínez-Acedo et al. 2012). Com a input, el WSPP utilitza una llista de quantificacions en la 

forma de log2-ratios (a on ratio correspon a la relació entre mostra problema respecte al control) 

dels seus pesos estadístics. A partir d’aquests valors, WSPP genera un algoritme (Xp) basat en 

el grau de dispersió de cada valor obtingut respecte a la seva mitjana. La xarxa d’associació 

funcional de proteïnes amb glicació es va construir utilitzant el web STRING (Protein 

Interaction Networks; www.string-db.org) i es va representar gràficament amb Cytoscape 

(www.cytoscape.org) (Figura 17).  

 

Composició del tampó d’homogeneïtzació: Tris-HCl a 50 mmol/L a pH 8,5, EDTA a 1 mmol/L, SDS al 

1,5 %. 

 

 
Figura 17: Esquema de l’anàlisi massiva de canvis d’abundància i modificacions per glicació 

utilitzant HPLC acoblada a espectrometria  de masses. 

4.2.1.3.  Quantificació del contingut global d’AGE (CML) en el miocardi murí per Western-blot 

La quantificació del contingut global d’AGE (CML) en el miocardi es va realitzar 

mitjançant l’anàlisi per Western blot.  

El cor es va rentar amb solució salina freda i homogeneïtzar amb politró (Heidolph Diax 

600) a 20500 rpm en 2 mL de tampó d'aïllament a 4 ºC. Els homogenats es van bullir a 95 ºC 

durant 5 minuts amb tampó de càrrega Laemmli (2x). Les mostres van ser carregades en un gel 

d’acrilamida al 10 % a 120 V (90 mA). La transferència de les proteïnes a membranes de 

nitrocel·lulosa (Amersham Hybond-ECL, GE Healthcare) es va realitzar durant 1 hora a 90 mA 

constants a 4 °C utilitzant el tampó de transferència. Després de la transferència, les membranes 

es van tenyir amb solució de vermell Ponceau [Ponceau S 0,1 % (v/v), àcid acètic 5 % (v/v)] 

fins a visualitzar les bandes de proteïnes per comprovar l’eficiència de la transferència. També 

es van rentar les membranes amb aigua destil·lada i es van incubar en agitació durant 1 hora a 

temperatura ambient i en solució de bloqueig. Es va incubar les membranes tota la nit en càmera 

freda amb l’anticòs policlonal de conill anti-CML a una dilució 1:1000 en solució TBS-T amb 5 

% llet en pols i anticòs policlonal de ratolí anti-GAPDH, utilitzat com a control de càrrega, a 

una dilució 1:2500 en solució TBS-T amb 3 % BSA. Es va incubar les membranes amb 

http://www.string-db.org/
http://www.cytoscape.org/
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anticossos secundaris: anticòs policlonal anti-conill-HRP a una dilució 1:10000 i l’anticòs 

policlonal anti-ratolí-HRP a una dilució 1:15000 durant 1 hora a TA i en agitació suau.  

Es van detectar les proteïnes mitjançant el reactiu de quimioluminescència Supersignal 

West Dura Extended Duration Substrate. Es va detectar la intensitat del senyal de 

quimioluminescència amb el detector LAS-4000 (Fujifilm). La densitat de les bandes 

obtingudes es va quantificar mitjançant el programa Science Lab-2001 Image Gauge, versió 

V4.0 (Fujifilm). 

 

Composició del tampó d’aïllament: Tris-Base a 10 mmol/L a pH 7,9, EGTA a 0,1 mmol/L, manitol a 

225 mmol/L, sacarosa a 75 mmol/L, HEPES a 10 mmol/L, còctel d’inhibidors de proteases (IP) al 1 %, 

PMSF al 1 %, fluorur sòdic (NaF) al 1 % i ortovanadat  sòdic (Na3VO4) al 0,5 %. 

Composició del tampó de transferència: Tris a 25 mmol/L, glicina a 192 mmol/L pH 8 i metanol al 20 

%. 

Composició de la solució de bloqueig: llet en pols al 5 % en solució TBS-T (Tris-HCl a 20 mmol/L a 

pH 7,6, NaCl a 140 mmol/L i Tween-20 al 0,1 %). 

4.2.2.  Determinació de l’activitat de la via de detoxificació depenent de la Glo 1 de precursors 

d’AGE 

Per investigar l’efecte de l’envelliment sobre l’eficiència de la detoxificació dels 

precursors d’AGE es va quantificar l’activitat de la Glo 1 del teixit miocàrdic, el contingut de 

glutatió total i el contingut de D-lactat.  

4.2.2.1.  Determinació de l’activitat de la Glo 1 

L’activitat Glo 1 es va determinar utilitzant el protocol modificat de Shinohara et al., 

1998 (147). Aquest protocol es basa en la detecció espectrofotomètrica durant 250 segons dels 

canvis d’absorbància a 240 nm com a conseqüència de la generació de S-D-lactoil-glutatió, el 

metabòlit que es forma en la reacció catalitzada per Glo 1 a partir de MG. La lectura es va fer 

usant un espectrofotòmetre de cubeta (Shimazu). Per determinar l’activitat Glo 1 els trossos de 

teixit miocàrdic de ratolí es van rentar i homogeneïtzar en un tampó salí utilitzant un politró a 

20500 rpm. El teixit homogenat es va centrifugar  a 14000 xg durant 5 minuts a 4 ºC. Així, una 

alíquota d’uns 20 µL (5-10 µg de proteïna) d’homogenat total de miocardi es va afegir a una 

cubeta de quars amb 700 µL de tampó fosfat. Als 30 segons de lectura, es va afegir 0,5 mmol/L 

de MG a 50 mmol/L per poder iniciar  la catàlisi i formació del S-D-lactoil-glutatió. 

A partir de la equació de Beer-Lambert i coneixent el coeficient d’extinció milimolar del 

S-D-lactoil-glutatió a 240 nm (3,37 mM × cm-1) es pot calcular la concentració de Glo 1, 

expressada com µmols S-D-lactoil-glutatió /g teixit × minut. 

 

Composició del tampó salí: KCl a 100 mmol/L, MOPS a 50 mmol/L,  EGTA a 1 mM a pH 7,4. 

Composició del tampó fosfat: Tampó fosfat (K2HPO4 i KH2PO4) a 50 mmol/L pH 7,5 i GSH a 0,5 

mmol/L. 

4.2.2.2. Nivells d’expressió miocàrdica de la Glo 1 

Per investigar l’efecte de l’envelliment sobre el grau d’expressió de  Glo 1, es va preparar 

els homogenats a partir del teixit cardíac immers en 2 mL de tampó d’homogeneïtzació. El teixit 

cardíac es va homogeneïtzar amb politró a 20500 rpm i seguidament es va centrifugar a 14000 

xg durant 5 minuts a 4 ºC. Seguidament, la concentració de proteïna de l’extracte resultant 

(sobrenedant) es va determinar pel mètode de Bradford. Per resoldre les proteïnes, es va tractar 

els homogenats (5-10 µg) amb tampó de càrrega Laemmli (2x), es va bullir els homogenats a 95 

ºC, 5 minuts i es va usar un gel al 15 % d’acrilamida a 120V (90 mA) durant 2 hores. Es va 

realitzar la transferència de les proteïnes a membranes de nitrocel·lulosa (Amersham Hybond-
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ECL, GE Healthcare) en el tampó de transferència,  durant 1 hora a 90 mA constants a 4 °C. 

Després de la transferència, es va tenyir les membranes amb solució de vermell Ponceau 

[Ponceau S 0,1 % (v/v), àcid acètic 5 % (v/v)] fins a visualitzar les curses de proteïnes per 

comprovar-ne l'eficàcia. Es va rentar les membranes amb aigua destil·lada i es va incubar (es va 

incubar amb què?) en agitació durant 1 hora a temperatura ambient i en solució de bloqueig. A 

continuació es van incubar tota la nit en càmera freda amb anticòs policlonal de ratolí anti-Glo 1 

a una dilució 1:500 en solució TBS-T amb 5 % llet en pols i anticòs policlonal de ratolí anti-

GAPDH, utilitzat com a control de càrrega, a una dilució 1:2500 en solució TBS-T amb 3 % 

BSA. Es va incubar amb l’anticòs secundari policlonal anti-ratolí-HRP a una dilució 1:15000 

durant 1 hora a TA i en agitació suau. Es van detectar les proteïnes mitjançant el reactiu de 

quimioluminiscència Supersignal West Dura Extended Duration Substrate. Es va detectar la 

intensitat del senyal de quimioluminiscència amb el detector LAS-4000 (Fujifilm). La densitat 

de les bandes obtingudes es va quantificar mitjançant el programa Science Lab-2001 Image 

Gauge, versió V4.0 (Fujifilm). 

 

Composició del tampó d’homogeneïtzació: HEPES a 10 mmol/L pH 7,9, KCl a 10 mmol/L, MgCl2 a 

1,5 mmol/L, EDTA a 1 mmol/L, NonidetTM P-40 (NP40)  0,6 %, Ditiotreitol (DTT) a 0,5 mmol/L i PMSF 

a 0,2 mmol/L. 

Composició del tampó de transferència: Tris a 25 mmol/L, glicina a 192 mmol/L pH 8 i metanol a 20 

%.  

Composició de la solució de bloqueig: Llet en pols 5 % en solució TBS-T (Tris-HCl a 20 mmol/L a pH 

7,6, NaCl a 140 mmol/L i Tween-20 a l 0,1 %).  

4.2.2.3. Contingut de Glutatió total (GSH) 

El glutatió total (GSH) és el cofactor de la via de la Glo i un potent antioxidant cel·lular. 

Es va investigar si l’envelliment s’associa a canvis en el contingut de glutatió total (GSH total), 

en homogenats de teixit miocàrdic. Per a la determinació els nivells de GSH total en el miocardi 

es va preparar els homogenats de la mateixa manera que el protocol usat per a la determinació 

de l’activitat Glo 1.  

El contingut de GSH total es va determinar utilitzant el protocol descrit per Fernández-

Sanz C. et al., 2014 (148) basat en els canvis en el color del reactiu d’Ellman (DTNB) ((5,5'-

ditiobis- (àcid 2-nitrobenzoico)), substància química utilitzada per quantificar el nombre o la 

concentració de grups tiol en una mostra. A conseqüència de la reducció del DTNB pel grup 

sulfhídric del glutatió en presència de la glutatió reductasa (GR) es forma TNB (2-nitro-5-

thiobenzoat), un producte que pot absorbir llum a 412 nm (Figura 18) (149).  
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Figura 18: Cicle d'òxid-reducció del glutatió a partir de la reducció del DTNB mitjançant la 

glutatió reductasa. Modificada a partir de Lu, 2013 (150). Em diu que aquesta figura no mostra el 

mecanisme de quantificació de glutatió 

 

Es va dispensar una alíquota d’aproximadament 25-50 µg de proteïna a una placa de 96 

pous amb 150 L d’una solució tamponada amb DTNB i la GR. Es va enregistrar el canvi 

d’absorbància a 405 nm  durant 5 minuts usant un lector de places (Multiskan, Labsystem), en 

lectures cada 30 s. La concentració de glutatió present en la mostra es va calcular a partir d’una 

corba estàndard de GSH en el rang de 1,25 a 20 µmol GSH/L. La concentració de GSH total va 

ser expressada en µmol GSHtotal/g de teixit. 

 

Composició de la solució tamponada: tampó fosfat (K2HPO4 i KH2PO4) a 0,1 mol/L a pH 7, EDTA a 1 

mmol/L, DTNB a 68 g/mL, Glutatió Reductasa a 270 mU/mL i NADPH a 32 g/mL.   

4.2.2.4. Contingut de D-lactat 

El D-lactat és el metabòlit final de la via de la Glo 1. Per a la determinació del contingut 

de D-lactat es van preparar els homogenats de la mateixa manera que el protocol usat per a la 

determinació de l’activitat Glo 1. El contingut de D-lactat es va determinar utilitzant el mètode 

descrit per Shapiro et al., 2010 (151). Es va dispensar una alíquota d’entre 10-20 µg de proteïna 

en 180 µL d’una solució tamponada de resazurina i complementada amb diaforasa (0,2 unitats), 

D-LDH (1,4 unitats) i NAD a 0,5 mmol/L. Es van incubar les mostres durant 30 minuts a TA i 

es va llegir la fluorescència de la resazurina reduïda (resorufina) a 590 nm utilitzant un 

fluorímetre de plaques (GeminiXS, Molecular Devices) (Figura 19). La concentració de D-

lactat es va estimar a partir d’una corba estàndard en el rang d’entre 0 a 5 mmol/L D-lactat. Els 

resultats van ser expressats en µmol/L de D-lactat/g de teixit miocàrdic. 

 

Composició de la solució tamponada: Tris-HCl a 75 mmol/L a pH 8,9, KCl a 100 mmol/L, Tritó-X 100 

al 0,004 %, L-lactat a 0,1 mmols/L, resazurina a 0,1 mmol/L. 

 
 

Figura 19: Reacció catalitzada per D-LDH: La D-LDH catalitza la transformació D-lactat a piruvat 

reduïnt el NAD a NADH. Per l’acció de la diaforasa, la resazurina es redueix donant un producte 

fluorescent (resorufina). 
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4.2.3. Estudis en cardiomiòcits aïllats de ratolí 

4.2.3.1.  Aïllament de cardiomiòcits  

Els cardiomiòcits de ventricle de cor de ratolí es van aïllar per perfusió retrògrada en un 

sistema de perfusió de tipus Langendorff. Aquest mètode es basa en la digestió del cor canulat 

utilitzant  una solució amb col·lagenasa i en absència de calci  per facilitar  la dissociació 

cel·lular (90). El cor és canulat per l'aorta ascendent usant una cànula i es perfon  durant 15 

minuts amb un tampó de Krebs modificat a 37 ºC amb col·lagenasa (Collagenase NB 8 Broad 

Range from Clostridium histolyticum). El cor digerit es va trossejar i es va incubar durant 10 

minuts addicionals amb el mateix tampó de Krebs suplementat amb la col·lagenasa. El teixit 

digerit es va filtrar utilitzant una malla de niló de 200 µm de diàmetre de por i el líquid filtrat es 

va centrifugar a 25 xg durant 3 minuts a 25 ºC. El pellet resultant es va  resuspendre en el tampó 

de Krebs complementat amb CaCl2 a 125 mol/L i es va centrifugar a 25 xg durant 2 minuts a 

25 ºC. Aquest últim pas es va repetir augmentant progressivament la concentració de calci 

extracel·lular fins a arribar a la concentració final i fisiològica de CaCl2 a 1mmol/L. Es va 

resuspendre el pellet final en medi de cultiu M199 complementat amb 4 % de sèrum fetal boví a 

37 ºC. Es va sembrar les cèl·lules en plaques de vidre pretractades amb laminina o plaques de 

plàstic de 96 pous pretractades amb M199 + 4 % de sèrum fetal boví. Es va considerar que les 

preparacions eren adequades quan el rendiment final de cardiomiòcits amb forma de bastó era 

major del 50 % del total cel·lular. 

 

Composició del tampó de Krebs modificat: NaCl a 110 mmol/L, HEPES a 10 mmol/L, MgSO4 a 1,2 

mmol/L, KH2PO4 1,2 a mmol/L, KCl a 2,6 mmol/L, 2,3-butanedione monoxime (BDM) a 10 mmol/L, 

glucosa a 11 mmol/L i col·lagenasa 8N al 0,03 % a pH 7,4. 

4.2.3.2.  Contingut del calci lliure en la matriu mitocondrial en cardiomiòcits aïllats 

La quantificació de calci mitocondrial en cardiomiòcits aïllats en repòs (en condicions 

basals) es va fer seguint el protocol descrit en l’article de Fernandez-Sanz C. et al., (148).  

Els cardiomiòcits aïllats adherits a plaques Will-Co es van marcar amb 5 µmol/L de rhod-

2 en forma d’èster (rhod-2-AM, cell-permeant) utilitzant un protocol d’incubació del marcador 

fluorescent de fred-calor, que consistí en 60 minuts a 4 ºC seguit de 30 minuts a 37 ºC. El rhod-

2 és un marcador fluorescent sensible al calci, que s’uneix al calci lliure present en l’interior de 

la matriu mitocondrial amb una constant de dissociació (Kd) de 0,57 µmol/L. El protocol de 

fred-calor afavoreix que el marcador es concentri preferentment dins els mitocondris, disminuint 

el senyal citosòlic i augmentant l’especificitat del senyal fluorescent. La detecció de la 

fluorescència es va realitzar utilitzant un microscopi confocal Olympus IX70 (VoxCell Scan, 

Visitech, UK) amb un làser Ar/Kr (Yokogawa CSU10, Nipkow spinning disk) a 561 nm 

d’excitació i 590 nm d’emissió. 

El valor de la fluorescència basal en cardiomiòcits de ratolí jove i vell es va considerar 

com una mesura indirecta del contingut de calci mitocondrial en condicions de repòs. 

4.2.3.3.  Determinació de calcium leak des del RS en cardiomiòcits 

Per investigar les conseqüències funcionals de l’envelliment sobre el maneig de calci per 

part del RS a través del RyR, es va analitzar la fuga espontània de calci del RS mitjançant 

microscòpia confocal de fluorescència en cardiomiòcits permeabilitzats.  

Els cardiomiòcits aïllats de ratolins joves i vells es van incubar amb 10 µmol/L fluo-5N 

en forma d’èster (fluo-5N-AM, cell-permeant) durant 2 hores a 37 ºC amb solució control. El 

fluo-5N és un marcador fluorescent sensible al calci, que s’uneix al calci lliure amb una Kd de 

90 µmol/L. A continuació es va permeabilitzar la membrana plasmàtica amb saponina al 0,005 
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% durant 2 minuts a 37 ºC, dissolta en una solució tamponada que simulava la composició 

intracel·lular. La permeabilització de la membrana cel·lular elimina la contribució del calci 

citosòlic al senyal fluorescent.   

Els canvis de fluorescència del fluo-5N deguts a la fuga espontània del calci des del RS es 

van monitoritzar per microscòpia confocal (excitació a 488 nm i emissió a 520 nm, microscopi 

confocal Olympus IX70 tant en condicions basals (durant 30 segons a 37 ºC) com després 

d’afegir tapsigargina a 10 µmol/L, per tal d’inhibir la recaptació de calci a través de la  SERCA, 

.En aquestes condicions, la disminució de fluorescència al llarg del temps es pot atribuir a  la 

fuga espontània  de calci des del RS. En un subgrup de  cèl·lules la cinètica del calci es va 

quantificar  en presència d’un inhibidor del RyR (RuR a 25 µmol/L), per tal d’estimar 

l’especificitat de la resposta.   

 

Composició de la solució control: NaCl a 140 mmol/L, KCl a 3,6 mmol/L, MgSO4 a 1,2 mmol/L, CaCl2 

a 1 mmol/L, HEPES a 20 mmol/L a pH 7,4.  

Composició de la solució tamponada “intracel·lular”: MgCl2 a 5 mmol/L, HEPES a 10 mmol/L, 

sacarosa a 250 mmol/L, Tris a 25 mmol/L a pH 7,2, EGTA a 0,5 mmol/L, succinat a 5 mmol/L, ATP a 2 

mmol/L. 

4.2.3.4.  Contingut d’AGE de MG en els cardiomiòcits aïllats de ratolins 

Per investigar si l’envelliment s’associa a un augment d’AGE intracel·lulars es va 

quantificar el contingut d’AGE de MG en cardiomiòcits aïllats  de ratolins joves i vells 

mitjançant immunocitoquímica. 

Els cardiomiòcits adherits en plaques Will-Co es van fixar amb paraformaldèhid al 4 % 

durant 5 minuts a TA i es van permeabilitzar amb 0,25 % de Tritó-X100 durant 5 minuts. 

Posteriorment, els cardiomiòcits es van tractar amb una solució de bloqueig durant 1 hora a TA. 

Per a realitzar l’immunomarcatge, les cèl·lules es van incubar amb l’anticòs primari anti-MG a 

una dilució 1:50 (Cell Biolabs STA-011)  durant tota la nit. Després de rentar amb PBS-Tween 

al 0,05 % es va afegir l’anticòs secundari conjugat amb Alexa546 (Invitrogen A1103) a una 

dilució 1:1000 durant 1 hora a TA. Els nuclis es van marcar amb 5 µg/mL Hoeschst-33342 

durant 20 minuts a TA. 

Es va determinar el marcatge fluorescent  d’AGE intracel·lulars utilitzant un microscopi 

confocal espectral (Olympus Spectral Confocal Microscopy FV1000), ubicat en el servei de 

microscòpia confocal de la Unitat d’Alta Tecnologia (UAT) del VHIR. L’adquisició de les 

imatges es va fer amb  làser 546 nm per l’Alexa 546  i 350 nm per Hoeschst-33342, per detectar 

proteïnes glicades i  nuclis, respectivament, a 60X i amb una resolució de la meitat de 187 

nm/vòxel (94 nm/vòxel; un vòxel = píxel amb profunditat). La intensitat de la fluorescència 

corresponent al marcatge per MG es va quantificar utilitzant el programa Image J. Els resultats 

s’han expressat com a unitats arbitràries de fluorescència (u.a.). 

 

Composició solució de bloqueig: PBS-Tween-20 (0,05 %) amb BSA al 1 % i sèrum fetal boví al 10 %. 

4.2.3.5.  Quantificació del grau de colocalització entre AGE i RyR    

Per investigar si el RyR és una diana de glicació en els cardiomiòcits es va quantificar el 

grau de colocalització de la immunofluorescència entre els anticossos per AGE i per RyR en 

cardiomiòcits aïllats de ratolins joves i vells.  

Els cardiomiòcits es van permeabilitzar i fixar amb acetona a - 20 ºC durant 5 minuts en 

plaques Will-Co. A continuació es van tractar amb una solució de bloqueig durant 1 hora a TA. 

Per realitzar l’immunomarcatge, els cardiomiòcits es van incubar simultàniament amb l’anticòs 

anti-RyR , a una dilució 1:50, i l’anticòs anti-AGE de glucosa , a una dilució 1:100, durant tota 
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la nit. Després de rentar amb PBS-Tween al 0,05 % es van afegir els anticossos secundaris 

corresponents, anti-conill-Alexa 488 a una dilució 1:1000 i anti-ratolí-Alexa 561 a una dilució 

1:1000 durant 1 hora a TA. Es va determinar el grau de colocalització entre els anticossos anti-

RyR i anti-AGE a partir de les imatges obtingudes utilitzant un microscopi confocal espectral. 

La fluorescència es va obtenir utilitzant les línies de làser de 488 nm i 568 nm .  

Es van analitzar les intensitats de cada fluorocrom de forma separada (RyR-vermell i 

AGE-verd) i es va calcular el grau de colocalització entre els dos marcadors de forma 

automàtica desprès de l’extracció del marcatge inespecífic (background) mitjançant el software 

Olympus Fluoview FV1000 4.1 El grau de colocalització es va valorar a partir de la imatge de 

punts col·localitzants del citoflurograma i es va calcular el percentatge de punts de l’àrea de 

colocalització respecte el total de vòxels (imatge de l’àrea). 

 

Composició solució de bloqueig: PBS amb BSA al 1 % i sèrum fetal boví al 10 %. 

4.2.4. Estudis amb vesícules aïllades de RS 

4.2.4.1.  Aïllament de vesícules de RS 

Per obtenir vesícules aïllades de RS es va utilitzar la tècnica descrita per Grunwald i 

Meissner (152), basada en l’aïllament de la fracció microsomal per centrifugació diferencial.  

Un cop sacrificat l’animal, es va extreure el cor i es va rentar amb sèrum fisiològic fred 

per tal d’eliminar l’excés de sang. El cor es va tallar amb tisores i es va homogeneïtzar amb 

Potter-tefló a 300 rpm (Potter-Elvehjem, B-Braun-Biotech S.A) amb un tampó MOPS salí. 

L’homogenat es va centrifugar a 800 xg durant 5 minuts a 4 ºC per a separar el pellet. El 

sobrenedant va correspondre a la fracció microsomal enriquida de vesícules de RS. Es va 

estimar el contingut de proteïna en la fracció enriquida de vesícules a partir del mètode 

Bradford. 

 

Composició del tampó MOPS salí: KCl a 100 mmol/L, MOPS a 50 mmol/L a pH 7,4. 

4.2.4.2.  Determinació de calcium leak en vesícules aïllades de RS 

La determinació del calcium leak en vesícules aïllades de RS es va realitzar per 

fluorimetria en un tampó d’assaig després d’afegir 1-2 mg/mL de vesícules.  

Es van enregistrar els canvis de fluorescència del fluorocrom fluo-4-salt a 520 nm 

utilitzant un lector de plaques en presència de 2 mol/L de calci lliure. El fluo-4 és un marcador 

fluorescent sensible al calci, que s’uneix al calci lliure amb una Kd de 335 nm. 

El senyal de fluorescència en el tampó d’assaig va disminuir progressivament durant 15 

minuts indicatiu de captació de calci per part de les vesícules de RS, fins arribar a un plateau 

(mínim de senyal fluorescent). Passats els 15 minuts, en què es produeix el màxim de captació 

pel RS, es va afegir  tapsigargina a una concentració de 10 µmol/L, per tal d’inhibir la 

recaptació de calci per la SERCA ATPasa. L’augment gradual del senyal fluorescent al tampó 

d’assaig és indicatiu d’alliberació neta de calci a través del RyR. En un subgrup de vesícules es 

va afegir tetracaïna (100 µmol/L), un inhibidor del RyR, com a control d’especificitat de 

resposta. 

El càlcul de la  concentració  de calci a partir dels canvis de  fluorescència  es va fer a 

partir d’una corba patró de CaCl2 en el rang d’entre 0-5 mol/L. Els resultats de captació i 

alliberació de calci per part de les vesícules de RS es van expressar com nmols Ca/mg proteïna. 

 

Composició del tampó d’assaig: KCl a 100 mmol/L, imidazol a 20 mmol/L, MOPS a 20 mmol/L a pH 

7,4, fosfocreatina a 10 mmol/L, creatina quinasa a 15 U/ml i ATP a 0,1 mmol/L i fluo-4 a 1µmol/L en 
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forma de sal obtinguda a partir de la lisi alcalina de l’èster de fluo-4-AM (lisi alcalina d’una solució 

metanòlica de fluo-4-AM). 

4.2.4.3.  Determinació del grau de glicació del RyR en les vesícules de RS de ratolins 

Per poder corroborar si l’envelliment afavoreix la glicació del RyR, es va desenvolupar 

un ELISA de tipus sandvitx capaç d’identificar el tipus específic de glicació. Aquest tipus 

d’ELISA captura l’antigen sobre una base d’anticòs específic (anticòs de captura) i esbrina quin 

tipus de modificació per glicació té a partir d’un anticòs de detecció (Figura 20). 

L’aïllament de les vesícules de RS per a la determinació del grau de glicació es va 

realitzar homogeneïtzant el teixit cardíac utilitzant un politró a 20500 rpm en tampó carbonat a 

pH 9,5 complementat amb IP. Es van centrifugar les mostres a 21000 xg durant 5 minuts a 4 ºC 

i el pellet generat es va tractar amb una solució tamponada amb CHAPS al 0.1 %. De forma 

paral·lela, es va sensibilitzar una placa de 96 pous amb l’anticòs de captura, un anticòs 

monoclonal de ratolí anti-RyR a una dilució 1:1000 (ab2868, abcam) diluït en PBS durant tota 

la nit en càmera freda. La placa es va bloquejar amb Roti®-Block (medi de bloqueig absent de 

proteïna) en PBS- Tween20 al 0,05 % durant 1 hora a TA. Per tal d’unir el RyR present en les 

mostres a l’anticòs de captura adherit als pous de la placa, es van dispensar 100 µL de vesícules 

de RS en els pous corresponents i es van incubar durant tota la nit a 4 ºC. A continuació, en 

pous independents es van afegir els anticossos primaris següents diluïts en solució de bloqueig: 

anti-RyR (ab196355, abcam) amb un epítop diferent al de captura, per tal de verificar la 

presència del RyR en el pou, a una dilució 1:1000,  anti-AGE de glucosa a una dilució 1:1500, 

anti-MG a una dilució 1:2500 i anti-CML a una dilució 1:2500, per detectar diferents tipus 

d’AGE presents en el RyR.  Després de 4 hores d’incubació a 37 ºC, es van afegir els anticossos 

secundaris conjugats amb peroxidasa de rave (HRP) als pous corresponents: policlonal anti-

conill-HRP a una dilució 1:10000 i policlonal anti-ratolí-HRP a una dilució 1:15000 durant 1 

hora a TA.  

Per a la detecció colorimètrica es va dispensar 200 µL de tampó de citrat-fosfat a pH 5,6 

complementat amb tetrametilbencidina (TMB) 10 mg/mL i 50 µg/mL d’H2O2, durant 

aproximadament 30 minuts a TA per tal de desenvolupar color. Finalment es va afegir la solució 

d’aturada (50 µL de  H2SO4 a 2N) i es va llegir l’absorbància a 450 nm. Es va incloure un pou 

com a control negatiu en el qual es va ometre l’anticòs primari. Aquest control permet detectar 

la reactivitat inespecífica deguda a la presència de l’anticòs secundari. El valor d’absorbància 

(unitats de densitat òptica, D.O.) del control negatiu corresponent es va sostreure en cada 

reactivitat testada, obtenint un valor de D.O. neta i específic per cada anticòs primari. Les dades 

es van expressar com a D.O./0,1 mg proteïna.  

 

Composició solució tamponada: Tris-HCl a 25 mmol/L a pH 7,4 i NaCl a 150 mmol/L amb detergent 

CHAPS ((3-((3-cholamidopropyl) dimethylammonio)-1-propanesulfonate) al 0,1 %. 

Composició del tampó carbonat: Tampó carbonat a 50 mmol/L a pH 9,5 complementat amb IP. 

Composició del tampó citrat-fosfat: Fosfat sòdic a 0,2 mol/L, àcid cítric a 0,1mol/L pH 5,6. 
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Figura 20: Esquema dels passos de l’ELISA de tipus sandvitx per identificar la glicació del RyR. La 

placa es tractada amb un anticòs de captura anti-RyR, un tampó de bloqueig és afegit per bloquejar la 

proteïna que s’unirà a la placa. S’afegeix la mostra (RS) i qualsevol antigen present (α-MG, α-RyR, α-

CML i α-AGE) és unit mitjançant l’anticòs de captura. S’afegeix a la placa ultraestreptavidina-HRP 

unint-se als anticossos per la seva detecció. El substrat TMB és afegit a la placa i convertit, mitjançant 

HRP, a una forma detectable. 

4.2.5. Estudis amb mitocondris aïllats de ratolins 

4.2.5.1.  Aïllament de mitocondris cardíacs subsarcolemals i interfibril·lars 

Per aïllar els mitocondris cardíacs de ratolí es va usar la tècnica descrita per Fernandez-

Sanz C. et al., (148). Un cop sacrificat l’animal, es va extreure el cor i es va rentar amb sèrum 

fisiològic fred per tal d’eliminar l’excés de sang. El cor es va tallar amb tisores i es va 

homogeneïtzar amb Potter-tefló a 300 rpm en tampó sacarosa-BSA al 1 %. L’homogenat es va 

centrifugar a 800 xg durant 5 minuts a 4 ºC. Es van obtenir dos fraccions, un sobrenedant i un 

pellet  (Figura 21). El sobrenedant obtingut es va reservar en gel, per a l’obtenció dels 

mitocondris SS, mentrestant el pellet (que contingué els mitocondris IF) es va tractar durant 2-3 

minuts amb una solució tamponada de KCl complementat amb proteïnasa K (PK), a una 

proporció de de 1-2 mg de PK per cada 0,1 g de teixit fresc. Aquest material digerit es va 

centrifugar de nou a 800 xg durant 5 minuts a 4 ºC i el sobrenedant es va reservar. Seguidament, 

els dos tipus de sobrenedant reservats es van centrifugar a 5000 xg durant 5 minuts a 4 ºC per a 

obtenir uns pellets que van correspondre a una fracció enriquida de mitocondris SS i una fracció 

enriquida de mitocondris IF, respectivament.  

 

Composició del tampó sacarosa: Sacarosa a 290 mmol/L, KCl a 100 mmol/L, MOPS a 50 mmol/L a 

pH7,4, EGTA a 1 mM. 

Composició de solució tamponada KCl: KCl a 100 mmol/L, MOPS a 50 mmol/L a pH7,4, EGTA a 

1mM, BSA al 1 %.  
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Figura 21: Representació esquemàtica del protocol per a l’aïllament de les dues subpoblacions de 

mitocondris SS i IF a partir de la centrifugació diferencial del teixit miocàrdic de ratolí.  

4.2.5.2.  Mesura del rendiment mitocondrial i l’activitat citrat sintasa 

El rendiment mitocondrial correspon a la quantitat relativa de proteïna mitocondrial 

(mesurada pel mètode Bradford) respecte al pes total del cor. 

La quantificació de proteïnes es va realitzar mitjançant el mètode Bradford (153). Es va 

elegir aquest mètode per la seva gran sensibilitat i rapidesa. Aquest mètode es basa en la mesura 

de l’absorbància del producte de la reacció entre el colorant Blau de Coomasie Brillant (reactiu 

Bradford) i la proteïna present en la mostra. Per quantificar la proteïna total de les preparacions 

mitocondrials, es va solubilitzar una alíquota de mitocondris SS i IF amb deoxicolat sòdic al 0,2 

% i es va incubar amb el reactiu Bradford (diluït 1/5 en aigua). Es va quantificar el canvi 

d’absorbància a 595 nm amb un lector de plaques (Labsystems, Multiskan) i es va calcular la 

concentració de proteïna a partir d’una corba patró estàndard de BSA en el rang 0 - 200 µg/mL. 

El rendiment mitocondrial es va expressar com a mg de proteïna mitocondrial/g miocardi.  

L’activitat citrat sintasa (CS) es va determinar segons el mètode descrit per Srere i Brooks 

(154). La CS és un enzim exclusiu de la matriu mitocondrial i s’utilitza com a marcador de la 

quantitat de mitocondris que hi ha per unitat de proteïna de les preparacions de les mostres 

obtingudes. Els mitocondris (50 µg) es van tractar amb al 0,1 % Tritó X100 - Tris-HCl a 0,1 

mol/L pH 8 per tal de solubilitzar les membranes i exposar l’enzim al medi. Una alíquota de la 

mostra solubilitzada (aproximadament 1-2 μg de proteïna) es va dissoldre en una solució 

tamponada de Tris-HCl a 0,1 mol/L a pH8 amb acetil-CoA 0,3 a mmol/L, oxalacetat 0,5 a 

mmol/L i DTNB a 0,1 mmol/L. La CS present en la mostra redueix el DTNB donant TNB que 

té capacitat per absorbir llum a 405nm. A partir del coeficient d’extinció molar del TNB, es va 

calcular la concentració de CS segons l’equació de Beer-Lambert. L’activitat enzimàtica es va 

expressar com unitats de CS (UCS = μmols TNB/min) normalitzades per mg de proteïna 

(UCS/mg proteïna).  

En la Figura 22 es mostra un esquema de la reacció enzimàtica. 
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Citrat Sintasa

CitratOxalacetat

 

 

Figura 22: Esquema de la reacció enzimàtica catalitzada per la CS. La CS catalitza la condensació de 

acetil-CoA amb l’oxalacetat per formar citrat. 

4.2.5.3.  Quantificació del contingut de calci mitocondrial  

El contingut de calci total mitocondrial es va determinar utilitzant una modificació del 

mètode descrit per a Santulli et al., (155). Els mitocondris aïllats es va diluir amb 25 μL de HCl 

1N per tal de llisar la partícula i dissoldre les sals de calci de la matriu mitocondrial. Després de 

2 minuts d’incubació a TA, el pH es va corregir a pH a 6,8 amb l’ajut d'una solució tamponada 

de fosfat sòdic a pH 8. Es va quantificar la concentració de calci en solució utilitzant la sal 

hexapotàsica del fluorocrom sensible al calci CaG5N a 3,75 μmol/L, un fluorocrom específic 

per detectar calci (Calcium GreenTM 5N Hexapotasium Salt). La llum fluorescent a 525nm 

corresponent al fluorocrom unit al calci es va detectar utilitzant un fluorímetre de plaques 

(GeminiXS, Molecular Devices). La concentració de calci es va estimar a partir d’una corba 

estàndard de CaCl2 en el rang entre 0-60 µmol/L. El contingut de calci mitocondrial va ser 

expressat en nmols Ca/mg de proteïna. 

4.2.5.4.  Consum d’oxigen en mitocondris de ratolins 

La mesura del consum d'oxigen mitocondrial es va realitzar en mitocondris SS i IF 

utilitzant un oxímetre (Oxygraph, Hansatech Instruments, Regne Unit), proveït d’un elèctrode ió 

selectiu (tipus Clark) per l’oxigen adaptat en una càmera de metacrilat per a albergar la mostra. 

L’elèctrode està constituït per un càtode de platí polaritzat a - 0,7 Volts i un ànode de plata, 

actuant com electròlit, banyat en una solució saturada de clorur potàssic (~ 3 M). El càtode de 

platí es recobreix amb una membrana fina de tefló semipermeable que permet la difusió de 

l'oxigen a través i protegeix del contacte amb agents químics pertorbadors i l'aigua. En aquestes 

condicions, el senyal que resulta de la reducció de l'oxigen en el càtode de platí és directament 

proporcional a la quantitat d’ oxigen dissolta en el medi en la càmera de metacrilat.  

Per fer la mesura del consum d’oxigen mitocondrial, es va dispensar 0,15 mg de 

mitocondris aïllats dins la càmera en presència de 0,5 mL d’una solució salina tamponada. Els 

canvis en la concentració d’oxigen en solució deguts a la respiració mitocondrial, detectats com 

a senyal elèctric, s’enregistren al llarg del temps. La fosforilació oxidativa és un procés 

metabòlic pel qual els mitocondris són capaços de generar gradient electroquímic de forma 

dinàmica a través dels complexos de la cadena de transport d’electrons ubicats en la membrana 

interna mitocondrial, energia que després es dissiparà a través de la ATP sintasa per tal de 

generar ATP. Aquest procés consumeix oxigen, el qual és reduït a aigua a nivell del complex 4 

de la cadena de transport d’electrons. És possible monitoritzar el consum d’oxigen mitocondrial 

associat a la síntesi d’ATP en mitocondris aïllats usant l‘oxímetre, i constitueix una mesura per 

avaluar l’activitat mitocondrial.  

 

Així durant la respiració mitocondrial  in vitro es poden diferenciar 3 fases: 
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Fase E2 correspon al consum d’oxigen en presència de substrats del cicle de Krebs que 

generen equivalents reduïts en forma de NADH o bé FADH2 oxidats  pel complex 1 i complex 2 

de la cadena de transport d’electrons, respectivament. 

Fase E3 correspon al consum d’oxigen després d’afegir ADP. En aquesta fase es produirà 

ATP amb la conseqüent pèrdua de potencial de membrana mitocondrial, induint l’acceleració 

del consum d’oxigen per tal de restablir el gradient de protons a nivell de membrana interna 

mitocondrial. 

Fase E4 correspon al consum d’oxigen un cop consumit tot l’ADP, obtenint valors 

similars a la fase E2. 

 

Els substrats usats per a monitoritzar la respiració mitocondrial han estat: 

Fase 2 (E2): Malat 2,5 mmol/L i Glutamat 5 mmol/L per generar NADH (respiració 

mediada pel complex 1). Succinat 6mmol/L per obtenir FADH2. (respiració mediada pel 

complex 2). S’inhibeix el complex 1 amb rotenona a 1,25 μmol/L.  

Fase 3 (E3): ADP 0,25 mmol/L. 

Es van calcular les taxes de consum d’oxigen per cada una de les fases de la respiració 

mitocondrial i es va expressar com a nmol O2/minut × UCS o bé nmol O2/minut × mg proteïna. 

La Figura 23 mostra les fases del consum d’oxigen mitocondrial enregistrades pel software de 

l‘oxímetre. 

 

Composició de la solució salina tamponada: KCl a 100 mmol/L, MOPS a 50 mmol/L pH 7,4, EGTA a 

1 mmol/L i KH2PO4  a 5 mmol/L i MgCl2 a 1 mmol/L i BSA a 1mg/mL. 
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Figura 23: Registre obtingut del les diferents fases de consum d’oxigen mitocondrial obtingudes 

amb l’oxímetre Oxigraph. 
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4.3. Model humà 

4.3.1. Estudis amb homogenat de teixit miocàrdic de pacients 

Els homogenats de teixit miocàrdic de pacients es van utilitzar per analitzar el contingut 

global de proteïnes modificades per AGE, l’activitat Glo 1, els nivells de glutatió i el contingut 

de D-lactat. Es van homogeneïtzar entre 50-100 mg de teixit auricular cardíac en un politró a 

20500 rpm amb tampó d’homogeneïtzació. L’extracte resultant es va centrifugar a 14000 xg 

durant 5 minuts a 4 ºC. Es va descartar el pellet i es va reservar el sobrenedant.  

El contingut de proteïna total es va determinar segons el mètode Bradford. 

 

Composició del tampó d’homogeneïtzació: KCl a 100 mmol/L, MOPS a 50 mmol/L, EGTA a 1 

mmol/L a pH 7,4.  

4.3.1.1.  Quantificació del contingut global d’AGE en miocardi humà 

La quantificació del contingut global de proteïnes modificades per AGE (CML) en el 

teixit miocàrdic de pacients es va realitzar mitjançant un ELISA de tipus competitiu. En 

l’ELISA competitiu desenvolupat, l’antigen present en la mostra competeix amb l’analit 

prèviament adherit en placa (BSA-CML) per unir-se a l’anticòs. 

 

Preparació de l’estàndard CML-BSA 

Es va preparar l’estàndard de CML-BSA seguint el protocol descrit per a Buongiorno (156) per 

detectar modificacions per AGE a nivell de lisina. Es va incubar BSA amb àcid glioxílic a 0,3 

mol/L dissolt en solució tamponada de fosfat 0,2 mol/L pH 8 i en presència del reductor 

borohidrur de bori (NaBH4) a 0,9 mol/L. Després de 10 minuts d’incubació a 37 ºC, l’excés de 

reductor i d’àcid glioxílic, es va eliminar utilitzant una columna d’exclusió molecular (10 kDa) 

(Vivaspin 500 Sigma Z614025). 
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Desenvolupament de l’ELISA competitiu 

Es va incubar una placa de 96 pous amb CML-BSA a una concentració de 10 g/pou durant tota 

la nit, a 37 ºC. A continuació, es va rentar amb PBS i es van tractar els pous amb solució de 

bloqueig  durant 1hora a TA (Figura 24). Es va preparar una corba patró en un rang entre 0 - 40 

g CML-BSA/mL en solució de bloqueig. Es van dispensar 50 L de cada punt de la corba i de 

cada mostra en els pous corresponents. En cada pou es van afegir 50 L de l’anticòs policlonal 

de conill anti-CML a una dilució 1:2500, dissolt en solució de bloqueig i es va deixar incubant 

en agitació durant 1hora a TA. Per a la detecció, es va utilitzar un anticòs secundari anti-conill-

conjugat amb HRP a una dilució 1:5000, dissolt en solució de bloqueig i es va incubar durant 1 

hora a TA. Es va retirar l’excés d’anticòs secundari i es van dispensar 100 L d’una solució de 

cromogen de TMB 1 mg/mL dissolt en tampó citrat-fosfat a pH 5,6 (10 mL) i peròxid 

d’hidrogen (10 L al 30 %). El color es va desenvolupar durant 5 minuts i la reacció es va aturar 

afegint 100 L H2SO4 1N en cada pou. Es va llegir l’absorbància a  450nm amb un lector de 

plaques (Labsystems Multiskan SA). Es va calcular la concentració de CML present en els 

homogenats de miocardi de pacients a partir de la corba patró.  

Les concentracions es van expressar com a g CML-BSA/g de miocardi. 

 

Composició solució de bloqueig: (Roti® Block-PBS-Tween20 al 0,05 % a pH 7,4). 

Composició del tampó citrat-fosfat: fosfat sòdic a 0,2 mol/L, àcid cítric a 0,1 mol/L pH 5,6. 

 

 

 
 

Figura 24: Esquema del protocol de l’ELISA de tipus competitiu utilitzat per a detectar glicació en 

proteïnes (CML) en el miocardi de pacients. L'antigen de la mostra competeix amb un antigen de 

referència per a la unió a una quantitat específica d'anticossos marcats. L'antigen de referència (α-CML-

BSA) està pre-recobert en una placa multi-pou. La mostra es pre-incubada amb anticossos etiquetats (α-

CML) i s'afegeix als pous. El substrat TMB es afegit a la placa i convertit mitjançant HRPO a una forma 

detectable. Depenent de la quantitat d'antigen a la mostra, es disposaran d'anticossos més o menys lliures 

per unir-se a l'antigen de referència. Això significa que com més antigen hi ha a la mostra, es detectarà 

menys antigen de referència i més feble serà el senyal. L’antigen etiquetat i l’antigen de la mostra (no 

etiquetats) competeixen per unir-se a l’anticòs primari. Com més baixa és la quantitat d’antigen a la 

mostra, més forta és el senyal. 

4.3.1.2.  Determinació de l’activitat Glo 1, contingut de glutatió i D-lactat en homogenat de teixit 

miocàrdic de pacients 

L’activitat Glo 1, els nivells de glutatió i la producció de D-lactat es van quantificar en 

homogenats de miocardi humà utilitzant els mateixos protocols descrits per a ratolins (apartat 

4.2.1. Estudis amb homogenat de teixit miocàrdic de ratolins. 4.2.2.1. Determinació de 
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l’activitat Glo 1 (pàg. 55); 4.2.2.2. Nivells d’expressió miocàrdica de la Glo 1 (pàg. 55); 4.2.2.3. 

Contingut de Glutatió total (GSH) (pàg. 56); 4.2.2.4. Contingut de D-lactat (pàg. 57).  

4.3.2. Estudis amb vesícules aïllades de RS de pacients 

4.3.2.1.  Aïllament de vesícules de RS 

Per obtenir les vesícules aïllades de RS es va utilitzar la mateixa tècnica descrita 

anteriorment en el model murí (pàg. 60). 

4.3.2.2.  Determinació del grau de glicació del RyR en vesícules humanes de RS 

Per avaluar l’efecte de l’envelliment sobre el grau de glicació del RyR en el miocardi 

humà es va desenvolupar un ELISA de tipus sandvitx. Es van preparar les vesícules de RS 

seguint el protocol descrit per la determinació del grau de glicació del RyR en ratolins (pàg. 61, 

apartat 4.2.4.3.). 

Es va sensibilitzar una placa de 96 pous amb l’anticòs de captura del RyR que 

correspongué a l’anticòs  monoclonal de ratolí anti-RyR  (ab196355, abcam) diluït 1:100 en 

PBS durant tota la nit en càmera freda. A continuació, es va bloquejar amb solució de bloqueig 

durant 1 hora a TA. Per tal d’unir el RyR present en les mostres a l’anticòs de captura adherit als 

pous de la placa, es van dispensar 100 µL de vesícules de RS en els pous corresponents i es van 

incubar durant tota la nit a 4 ºC. A continuació, en pous independents es van afegir els 

anticossos primaris següents diluïts en solució de bloqueig: anti-RyR (ab2868, Abcam) d’epítop 

diferent al de captura, per tal de verificar la captura de RyR a una dilució 1:1000, anti-MG a una 

dilució 1:2500 i anti-CML a una dilució 1:2500 per detectar diferents tipus d’AGE presents en 

el RyR, tant a nivell d’arginina i, AGE a nivell de lisina, respectivament. Després de 4 hores 

d’incubació a 37 ºC, es van afegir els anticossos secundaris conjugats amb peroxidasa de rave 

(HRP) als pous corresponents (policlonal anti-conill-HRP a una dilució 1:10000 i policlonal 

anti-ratolí-HRP a una dilució 1:5000 durant 1 hora a TA.  

Per a la detecció colorimètrica es va dispensar 200 µL de tampó de citrat-fosfat a pH 5,6 

complementat amb TMB 10 mg/mL i 50 µg/mL d’H2O2, durant aproximadament 30 minuts a 

temperatura ambient per tal de desenvolupar color. Finalment es va afegir la solució d’aturada 

(50 µL de  H2SO4 a 2N) i es va llegir l’absorbància a 450 nm. Es va incloure un pou com a 

control negatiu en el qual es va ometre l’anticòs primari. Aquest control permet detectar la 

reactivitat inespecífica deguda a la presència de l’anticòs secundari. Es van corregir els resultats 

de densitat òptica sostraient el valor d’absorbància obtingut en el control negatiu corresponent i 

es van expressar els resultats com a DO/0,1 mg proteïna (Figura 25).  

 
Figura 25: Esquema del protocol de l’ELISA sandvitx utilitzat per detectar glicació del RyR amb 

anti-MG biotinilat en el miocardi de pacients. Un dels anticossos (α-RyR) recobreix la superfície de la 

placa multi-pou i s’utilitza com a anticòs de captura per facilitar la immobilització de l’antigen (RS). 
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L’altre anticòs (α-MG biotinilat) es conjuga i facilita la detecció de l’antigen. S’afegeix a la placa 

ultraestreptavidina-HRP unint-se als anticossos per la seva detecció. El substrat TMB es afegit a la placa i 

convertit mitjançant HRP a una forma detectable.  

 

Composició solució de bloqueig: (Roti®-Block-PBS-Tween20 al 0,05 % a pH 7,4). 

 

Biotinilització de l’anticòs MG 

Per augmentar la sensibilitat de l’ELISA de tipus sandvitx a nivell de MG es va biotinilar 

l’anticòs MG (HM5014 Hycult), seguint les recomanacions comercials. Es van dissoldre 5 g 

d’anticòs MG en PBS i es van incubar amb 100 L de biotina 1mM 30 minuts a TA. L’excés de 

biotina es va eliminar utilitzant columnes d’exclusió de pes molecular de 10 kDa (Vivaspin 500 

Sigma Z614025). Per comprovar que la reactivitat de l’anticòs no està afectada per a la 

biotinilització, es va realitzar un ELISA directe utilitzant 10 g de MG-BSA per sensibilitzar la 

placa i incubant l’anticòs biotinilat a la mateixa concentració que la usada en l’ELISA de tipus 

sandvitx i revelat amb ultraestreptavidina-HRP i TMB. 

En ambdós tipus d’ELISA es van incloure pous com a controls negatiu en el quals es va 

ometre l’anticòs primari. Aquest control permet detectar la reactivitat inespecífica deguda a la 

presència de l’anticòs secundari o la ultraestreptavidina-HRP. Estudis amb mitocondris aïllats 

de pacients 

4.3.3.  Aïllament de mitocondris  

L’aïllament dels mitocondris a partir de l’apèndix de l’aurícula dreta de pacients es va 

realitzar utilitzant la tècnica descrita per Hassouna et al., (157), basada en la digestió de la 

matriu extracel·lular amb proteïnasa K i posterior aïllament dels mitocondris per centrifugació 

diferencial. 

Es va rentar el teixit miocàrdic amb sèrum fisiològic fred, per eliminar l’excés de sang. Es 

va tallar amb tisores i es va incubar durant 10 minuts en una solució tamponada de KCl amb 

proteïnasa K (1-2 mg de proteïnasa K/0,1 g de teixit fresc) en gel. A continuació es va 

homogeneïtzar amb Potter-tefló a 300 rpm i es va centrifugar a 800 xg durant 5 minuts a 4 ºC. 

El pellet es va descartar i es va centrifugar el sobrenedant a 5000 xg durant 5 minuts a 4 ºC per 

sedimentar els mitocondris (Figura 26). 

 

Composició de solució tamponada KCl: KCl a 100 mmol/L, MOPS a 50 mmol/L a pH7,4, EGTA a 

1mM, BSA al 1 %. 
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Figura 26: Esquema de l’aïllament de mitocondris a partir d’aurícula de pacients. 

4.3.3.1.  Quantificació del contingut de calci mitocondrial 

El contingut de calci en els mitocondris de pacients es va quantificar seguint el protocol 

descrit en l’apartat 4.2.5.3. del model murí (pàg. 64). El contingut de calci mitocondrial va ser 

expressat en nmols Ca/g de teixit i nmols de Ca/ CS.  

4.3.3.2.  Consum d’oxigen en mitocondris de pacients 

Per determinar si l’envelliment afecta la funció respiratòria mitocondrial dels pacients es 

va seguir el protocol descrit en l’apartat, 4.2.5.4. (pàg. 64). En pacients la taxa de QO (consum 

d’oxigen) es va expressar com a nmols O2/minuts × g teixit. 
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4.3.4. Anàlisi estadística 

L’anàlisi estadística de totes les dades, tret dels resultats generats per l’anàlisi de 

proteòmica diferencial, es va realitzar amb el programa informàtic SPSS (vs. 17). Les variables 

quantitatives es van presentar com a mitjana i error estàndard de la mitjana (ESM). Les 

variables categòriques es van expressar com a proporcions i reflecteixen el percentatge en cada 

grup analitzat. La comparació de mitjanes en les variables quantitatives es va realitzar 

mitjançant el test t-Student en el cas de no vulnerabilitat del supòsit de normalitat. En cas 

contrari, els valors es presenten com a mediana i rang interquartil i es va utilitzar el test d’U-

Mann Whitney. La comparació entre proporcions es va realitzar mitjançant la prova de Chi-

quadrat.  

Es van considerar diferències estadísticament significatives quan es va obtenir un valor de 

p < 0,05. 
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5. Resultats 

5.1. Model murí 

5.1.1. Acumulació d’AGE en el miocardi 

Per investigar si l’envelliment augmenta l’acúmul d’AGE en el miocardi dels ratolins es 

va realitzar Western blot i anàlisi massiva de proteòmica per HPLC acoblada a espectrometria 

de masses de les proteïnes cardíaques glicades.  

En l’anàlisi per Western blot es van detectar per quimioluminescència les bandes 

corresponents a proteïnes glicades i es va mesurar la densitat de les bandes obtingudes 

mitjançant el programa Image J. La figura 27-A mostra el resultat del patró representatiu de 

bandes obtingut per Western blot a partir del miocardi dels ratolins joves i en els ratolins vells. 

La quantificació total de les bandes va mostrar un augment estadísticament significatiu (p 

= 0,015) de la densitat de les bandes en els homogenats del miocardi de ratolins vells respecte 

els homogenats del miocardi dels ratolins joves (45 ± 0,2 u.D.O. en joves respecte 60 ± 0,2 u. 

D.O. en vells) (Figura 27-B).  

 

 

 

Figura 27: Quantificació de l’expressió de proteïnes modificades per AGE (CML) en el miocardi de 

ratolins joves i vells. A) Western blot representatiu de l’expressió total de proteïnes modificades per 

AGE (anti-CML) normalitzada per GAPDH com a control de càrrega (36 kDa) en extractes miocàrdics de 

ratolí. B) Valors de la quantificació de CML normalitzats per GAPDH (CML/GAPDH) que indiquen, 

l’augment de l’acúmul d’AGE en el miocardi dels ratolins de ≥ 20 mesos. Dades expressades com a 

mitjana ± ESM d’un total de n = 4 ratolins joves i n = 4 ratolins vells. 

 

L’anàlisi massiva de proteòmica dels homogenats de cor va identificar un total de 268 

pèptids modificats per glicació, corresponents a 100 proteïnes. La majoria de glicacions 

identificades van ser a nivell de lisina (K) en forma de CML (en un 64 %) i, en un 3,8 % com a 

derivats del glicoaldehid (hidroximetil-OP). El 20 % de les glicacions van correspondre a 

modificacions per carboximetilació a nivell de triptòfan (W); en un 6,2 % la modificació va ser 

produïda per malonaldehid (MD54) i el 6 % restant va correspondre a modificacions a nivell 

d’arginina (R) en forma de MGH1, hidroxiimidazolidina, G-H1, Arg1HPG i Arg2HPG.  
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L’anàlisi quantitativa WSPP (Weighted Scan-Peptide-Protein) va permetre determinar un 

augment estadísticament significatiu (p = 0,0001) dels pèptids glicats (Xp) en el teixit miocàrdic 

dels ratolins vells (Figura 28). 

 

 
 

Figura 28: Canvis d’abundància en pèptids glicats (Xp) obtinguts a partir de l’anàlisi massiva de 

proteòmica per HPLC acoblada a espectrometria  de masses en el miocardi dels ratolins. Gràfic de 

dispersió dels valors de Xp obtinguts a partir de l’anàlisi massiva per proteòmica segons l’edat del ratolí 

on es mostra un augment estadísticament significatiu dels pèptids glicats en el teixit miocàrdic dels 

ratolins de ≥ 20 mesos. On Xp és un indicador d’abundància i indica el grau de dispersió de cada pèptid 

identificat respecte a la mitjana obtinguda del grup control. Dades obtingudes a partir d’un total de n = 4 

ratolins joves i n = 4 ratolins vells.   

 

Els resultats obtinguts per Western blot i l’anàlisi massiva de proteòmica per HPLC 

acoblada a espectrometria de masses demostren que el contingut de proteïnes glicades en el 

miocardi dels ratolins vells es superior al contingut de proteïnes glicades en el miocardi dels 

ratolins joves.  

5.1.2. Deficiència de la via de detoxificació depenent de glioxalasa de precursors d’AGE durant 

l’envelliment 

La principal via de detoxificació de dicarbonils és la via de la glioxalasa. Aquesta via 

consta de dues reaccions acoblades en cadena, en les que hi participen dos enzims: la glioxalasa-

1 (Glo 1) i la glioxalasa 2 (Glo 2). El pas limitant de la via es troba a nivell de Glo 1, sent el 

glutatió el cofactor de l’enzim. El MG i el GO, són substrats de la via i, el D-lactat i glicolat són 

els productes finals, respectivament. 

Per investigar si l’augment observat d’AGE en el miocardi senescent és secundari a una 

disfunció en la via de detoxificació de dicarbonils, es van realitzar mesures d’activitat i 

d’expressió de Glo 1 i es va determinar el contingut miocàrdic de D-lactat i de glutatió total en 

mostres miocàrdiques de ratolins joves i vells. 

5.1.2.1.  Disminució de l’activitat Glo 1 i el contingut de D-lactat en el miocardi durant 

l’envelliment 

Es va determinar l’activitat Glo 1 a partir de la quantificació espectrofotomètrica de la 

formació del S-D-lactoil-glutatió en homogenats miocàrdics de ratolins joves i vells. La taxa de 

producció del metabòlit S-D-lactoïl-glutatió (μmol S-D-lactoïl-glutatió/minuts × g teixit), va ser 

significativament inferior (p = 0,03) en el miocardi dels ratolins vells respecte els ratolins joves 
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(10,5 ± 0,2 mols/minuts × g teixit en ratolins joves respecte 6,5 ± 0,2 mols/minuts × g teixit 

en els ratolins vells) (Figura 29-A).  

El contingut de D-lactat en el teixit miocàrdic (producte final de la via de detoxificació de 

la glioxalasa) es va determinar fluorimètricament a partir de la reducció de la resazurina. La 

concentració de D-lactat (μmol D-lactat/g teixit) va ser significativament inferior (p = 0,04) en 

els extractes miocàrdics de ratolins vells respecte els ratolins joves (748 ± 61 mol D-lactat/g 

teixit en joves respecte 562 ± 31 mol D-lactat/g teixit en vells) (Figura 29-B). 

 

 

 

Figura 29: Activitat Glo 1 i contingut de D-lactat en el miocardi de ratolins. A) L’activitat Glo 1 

calculada a partir dels μmol S-D-lactoïl-glutatió/minuts × g teixit, es troba reduïda en els extractes 

miocàrdics de ratolins de ≥ 20 mesos (p = 0,03). Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n 

= 4 ratolins joves i n = 4 ratolins vells. B) El contingut de D-lactat va ser inferior en els extractes 

miocàrdics de ratolins vells respecte els joves. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 

5 ratolins joves i n = 4 ratolins vells.   

 

Per comprovar si la disminució d’activitat Glo 1 observada en el miocardi senescent dels 

ratolins és deguda a una disminució de l’expressió de la proteïna, es va quantificar l’expressió 

de Glo 1 per Western blot. L’anàlisi per Western blot no va identificar canvis significatius 

associats a l’edat (p = 0,73) en l’expressió de Glo 1 (normalitzada per GAPDH) (1,1 ± 0,5 

u.D.O en joves respecte 0,8 ± 0,4 u.D.O. en vells) (Figura 30). 
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Figura 30: Quantificació de l’expressió de Glo 1 en el miocardi de ratolins. A) Western blot de 

l’expressió total Glo 1 (21 kDa) normalitzada per GAPDH (36 kDa) com a control de càrrega, en 4 

extractes miocàrdics independents per cada grup d’edat. B) Quantificació corresponent al quocient entre 

els valors d’expressió de Glo 1 normalitzada per GAPDH (Glo 1/GAPDH). Els resultats indiquen que no 

hi ha canvis de l’expressió de Glo 1 associats a l’edat. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total 

de n = 4 ratolins joves i n = 4 ratolins vells. 

5.1.2.2.  Contingut de glutatió en el miocardi envellit 

El glutatió reduït s’oxida durant la producció de S-D-lactoïl-glutatió i es regenera en 

forma reduïda per l’acció de Glo 2. Per tant, la disponibilitat de glutatió reduït afecta la velocitat 

de la reacció depenent de la Glo 1 en el teixit miocàrdic.  

El contingut de GSH total (cofactor de la Glo 1) en el teixit miocàrdic es va determinar 

per canvis d’absorbància a 450 nm secundaris a la producció de TNB de forma proporcional a la 

concentració de l’enzim en la mostra.  

El contingut de GSH total (µmols GSH total/g teixit) va ser significativament inferior (p 

= 0,012) en els extractes miocàrdics de ratolins vells respecte els ratolins joves (540 ± 15 mol 

GSH total/g teixit en ratolins joves respecte 420 ± 21 mol GSH total/g teixit en ratolins vells) 

(Figura 31).  

 

 
 

Figura 31: Contingut de GSH total en extractes miocàrdics de ratolins. Els nivells de glutatió total 

(GSH total/g teixit) calculats a partir dels valors d’absorbància a 450nm del TNB, es troben reduïts en el 

miocardi de ratolins de ≥ 20 mesos.  Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 5 ratolins 

joves i n = 4 ratolins vells.   
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5.1.3. Augment del contingut d’AGE intracel·lulars i glicació del RyR en el miocardi 

Per investigar si el dèficit de detoxificació de precursors d’AGE pot provocar un augment 

del contingut intracel·lular de proteïnes glicades i, específicament, del grau de glicació del RyR, 

es va quantificar la càrrega d’AGE intracel·lulars en cardiomiòcits aïllats utilitzant 

immunofluorescència i, ELISA de tipus sandvitx, i es van identificar específicament les 

proteïnes intracel·lulars que són diana de glicació amb anàlisi massiva de proteòmica per HPLC 

acoblada a espectrometria  de masses. 

5.1.3.1.  Contingut de proteïnes glicades en cardiomiòcits senescents 

La quantificació de les proteïnes glicades es va realitzar per immunomarcatge utilitzant 

microscòpia confocal en cardiomiòcits  aïllats de ratolins joves i vells, mitjançant la utilització 

d’un anticòs anti-MG. 

El contingut intracel·lular de proteïnes glicades per MG en els cardiomiòcits de ratolins 

vells (mitjana: 503,56 (rang interquartil 357,48)) va ser major que l’obtingut en els 

cardiomiòcits joves (mitjana: 306,98 (rang interquartil 97,78)) (p<0,001) (Figura 32 i Figura 

33). 

 

 
 

 

Figura 32: Immunofluorescència d’AGE intracel·lulars en cardiomiòcits de ratolí. Imatges 

representatives, obtingudes per microscòpia confocal a X60, de múltiples plans en Z de dos cardiomiòcits 

aïllats de cor de ratolí jove i vell, marcats amb un anticòs dirigit a proteïnes modificades per MG. 

L’immunomarcatge fluorescent ha detectat un augment significatiu de la quantitat de proteïnes glicades 

en cardiomiòcits de ratolins de ≥ 20 mesos respecte als animals joves. En vermell es mostren les proteïnes 

que han estat modificades per MG, els nuclis es representen en blau (Hoechst). 
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Figura 33: Contingut intracel·lular d’AGE en cardiomiòcits de ratolí. Els diagrames de caixes 

representen la quantificació del Mean gray value  (u.a.) (la suma dels valors de gris de tots els píxels de la 

selecció dividits pel nombre de píxels) generat a partir de l’anàlisi de les imatges obtingudes per Image J, 

on s’observa que el contingut intracel·lular de proteïnes glicades per MG es major en els cardiomiòcits 

dels ratolins vells. Valor obtinguts a partir d’un total de n = 24-34 cardiomiòcits per grup, utilitzant 6 cors 

(** p <0.001). 

5.1.3.2.  L’envelliment s’associa a un major grau de colocalització entre AGE i RyR 

Per investigar si el RyR estava més glicat durant l’envelliment es va realitzar un anàlisi 

d’immunofluorescència i es va quantificar el grau colocalització, mitjançant la utilització 

simultània d’un anticòs anti-AGE i un anticòs anti-RyR, en cardiomiòcits  aïllats de ratolins 

joves i vells. 

El grau de colocalització entre RyR (vermell) i AGE (verd) en els cardiomiòcits aïllats es 

va considerar una forma indirecta de mesurar el grau de glicació del RyR (Figura 34 i Figura 

35). Els resultats demostren que la quantitat de punts colocalitzants del citoflurograma va ser 

major en cardiomiòcits de ratolins vells que en cardiomiòcits de ratolins joves. 
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Figura 34: Identificació de zones colocalitzants entre RyR i AGE de glucosa en cardiomiòcits de 

ratolí. Imatges representatives de 2 cardiomiòcits aïllats (una secció òptica) de ratolins joves i vells, 

marcats simultàniament amb anticossos per anti-RyR (vermell) i anti-AGE de glucosa (verd). Les zones 

colocalitzants (columna de la dreta) venen representades en blanc i es van obtenir a partir de les imatges 

generades per un microscopi confocal espectral. La fluorescència es va obtenir utilitzant les línies de làser 

488 nm i, 568 nm. 
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Figura 35: Percentatge de colocalització entre RyR i AGE. A) El percentatge de colocalització entre 

els anticossos dirigits a AGE i RyR va ser major en cardiomiòcits de ratolins de ≥ 20 mesos respecte al 

percentatge de colocalització, d’aquests dos anticossos, en els cardiomiòcits dels ratolins joves. B) 

Representació dels valors de fluorescència total de RyR i AGE (u.a.f.) en els cardiomiòcits de ratolins per 

cada grup d’edat. Aquests resultats indiquen les unitat arbitràries de fluorescència per cada anticòs, AGE i 

RyR, detectades en els cardiomiòcits de ratolins joves i vells, on es s’observa que la RyR es mostra 

invariable en els dos grups d’edat, a diferència dels AGE, on tendeixen a ser majors en els ratolins vells. 

No s’observa una diferència estadísticament significativa ja que no es mostren els punts colocalitzants 

entre els dos anticossos. Les dades estan expressades com a mitjana ± ESM i han estat obtingudes a partir 

de 25-30 talls en z per cada cèl·lula en un total de 20-25 cardiomiòcits per grup  obtinguts de n = 4 

ratolins joves i n = 4 ratolins vells. 

5.1.3.3.  Determinació per ELISA del grau de glicació del RyR en vesícules aïllades de RS 

Per confirmar que el RyR es troba més glicat durant l’envelliment es va determinar el seu 

grau de glicació mitjançant un ELISA de tipus sandvitx a partir de vesícules aïllades de RS 

(solubilitzades amb CHAPS) obtingudes de ratolins joves i vells. Degut a les limitacions 

tècniques imposades per la baixa especificitat del anticossos, es van utilitzar 3 anticossos 

diferents anti-AGE, anti-CML i anti-MG. Per confirmar que la proteïna que estàvem estudiant 

era RyR es va utilitzar un anticòs anti-RyR.  

El resultat de l’ELISA sandvitx va mostrar majors valors d’absorbància  en les vesícules 

de RS de ratolins vells (p = 0,014), per AGE de glucosa (anti-AGE) (Taula 2). Per CML (anti-

CML) els valors d’absorbància van ser iguals (p = 0,472), mentre que no detectables (ND) per 

l’anticòs anti-MG. L’especificitat de la determinació es va comprovar a partir de la positivat del 

senyal obtingut amb l’anticòs anti-RyR tant en vesícules procedents de ratolins joves com vells, 

sense observar diferències estadísticament significatives (p = 0,788). 
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Taula 2: Glicació del RyR detectada en un ELISA de tipus sandvitx. Valors absorbància (u.a. / 0,1 mg 

proteïna) obtinguts amb diferents anticossos per detectar AGE (CML, AGE glucosa i MG) a partir d’un 

ELISA tipus sandvitx després d'immunocapturar el RyR de les vesícules de RS de ratolins joves i ratolins 

vells. Els valors corresponents a RyR confirmen la immunocaptura del RyR i són iguals en els dos grups 

de ratolins testats. Els ratolins vells van mostrar un augment d'AGE de glucosa 

(p = 0,014). Per CML no es van observar diferències i no es va detectar (ND) AGE de MG. Les dades 

estan expressades com a mitjana ± ESM i han estat obtingudes a partir de n = 5 ratolins joves  i n = 6 

ratolins vells.  

5.1.3.4.  Identificació de pèptids glicats del RyR mitjançant proteòmica 

Degut a que la immunofluorescència i l’ELISA van detectar un augment de la glicació del 

RyR durant l’envelliment, es va analitzar per proteòmica, el tipus i número de pèptids glicats del 

RyR. La proteòmica és una tècnica independent que permet evitar els problemes derivats de la 

baixa especificitat dels anticossos.  

L’anàlisi massiva per proteòmica a partir de l’espectre de masses i usant la base de dades 

Unimod, va identificar dos pèptids glicats per hidroximetil-OP a nivell de lisina (K) en la 

posició 4452 i 4603 de la seqüència peptídica del RyR. La taxa Xp (log2 ratio) va mostrar un 

increment de 0,3 vegades en els ratolins vells respecte els ratolins joves per ambdós pèptids (p < 

0,01) (Figura 36). 

 

 

 

Figura 36: Canvis en l’abundància dels pèptids glicats per hidroximetil d’OP corresponents al RyR 

identificats per espectrometria de masses. Canvis d’abundància de pèptids glicats per a hidroximetil-

OP del RyR identificats per anàlisi per HPLC acoblada a espectrometria de masses. Els valors de Xp 

corresponen al log2 ratio obtingut d’abundància del pèptid glicat respecte a la mitjana dels valors 

d’abundància obtinguts en els homogenats procedents de ratolins joves. Els ratolins vells mostren un 

augment de glicació per hidroximetil-OP del RyR, tant en posició Lys4452 com Lys4603 respecte als 
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ratolins joves. Les dades estàn expressades com a mitjana ± ESM de Xp ± ESM d’un total de n = 4 

ratolins joves  i n = 4 ratolins vells. 

 

Aquests resultats estableixen de forma sòlida i independent que RyR està entre les 

proteïnes que contenien pèptids modificats per AGE, els quals es van trobar augmentats en el 

miocardi dels ratolins vells. Específicament, es van trobar nivells elevats en els pèptids que 

contenien hidroximetil-OP a nivell de lisina (K) en la posició 4452 i 4603 de la seqüència 

peptídica del RyR. 

5.1.4. Disfunció del RyR durant l’envelliment 

Per investigar les possibles conseqüències funcionals associades a la glicació del RyR, es 

va avaluar el calcium leak des del RyR del RS en cardiomiòcits  aïllats i en vesícules aïllades de 

RS de teixit miocàrdic de ratolins joves i vells. 

Per quantificar el calcium leak en cardiomiòcits es va utilitzar cardiomiòcits de ratolins 

joves i ratolins vells marcats amb fluo-5N (fluorocrom que mostra una afinitat més baixa pel 

calci que el fluo-4) i permeabilitzats amb saponina per tal de monitoritzar el senyal fluorescent 

procedent del RS. L’alliberació de calci del RyR en cardiomiòcits  aïllats de ratolí es va detectar 

com una pèrdua de fluorescència en presència de tapsigargina (per inhibir la seva recaptació) 

mesurada al llarg del temps a partir de les imatges obtingudes amb un sistema de microscòpia 

confocal. 

Els cardiomiòcits de ratolins vells van mostrar un calcium leak més pronunciat (major 

caiguda de la fluorescència en presència de tapsigargina) respecte els cardiomiòcits de ratolins 

joves (Figura 37).  

 

 
 

Figura 37: Efecte de l’envelliment en el calcium leak depenent del RyR en cardiomiòcits aïllats. 

Disminució de la fluorescència del fluo-5 després de l’addició de 10 μmol/L de tapsigargina (inhibidor de 

la SERCA) en cardiomiòcits permeabilitzats. L’addició de 25 μmol/L de RuR360 (inhibidor del RyR) en 

un subconjunt de cèl·lules va fer disminuir aquesta caiguda de fluorescència, el que confirma que 

correspon a calcium leak depenent del RyR. Les dades estàn expressades com a mitjana ± ESM i han estat 

obtingudes a partir d’un total de 18-20 cèl·lules per cada grup d’edat procedents de cors, n = 6 de ratolí 

jove i n = 4 de ratolí vell.  

 

Per tal de confirmar els resultats de calcium leak obtinguts en cardiomiòcits, es va 

quantificar la cinètica de captació i alliberació de calci en vesícules aïllades de RS de ratolí. En 
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les vesícules aïllades de RS de ratolí la cinètica de calci no està alterada per la possible 

contribució dels mitocondris o altres elements cel·lulars. Les vesícules aïllades de RS es van 

resuspendre en un tampó que contenia la sal del fluorocrom fluo-4 en presència de ~ 2 mol/L 

de CaCl2 en solució. En el fluo-4 en forma de sal, obtingut a partir de la lisi alcalina de l’èster de 

fluo-4-AM, s’anul·len les càrregues de la molècula de tal manera que la molècula pugui estar de 

manera lliure en el medi.  

Es va detectar una baixada del senyal del fluo-4 en el tampó d’assaig durant 20 minuts 

fins a arribar al límit de detecció. Aquesta disminució del senyal va ser deguda a causa de 

l’entrada de calci dins les vesícules de RS mitjançant la SERCA. La velocitat de captació per 

part de la SERCA va ser similar en vesícules de RS de ratolins joves i en vesícules de RS de 

ratolins vells (Figura 38). Seguidament, l’addició de tapsigargina va permetre quantificar 

l’alliberació neta de calci depenent del RyR des del RS al llarg del temps, en el tampó d’assaig, 

detectat com un augment del senyal fluorescent. L’addició de 100 μmol/L tetracaïna (inhibidor 

del RyR) en algunes rèpliques va poder permetre avaluar l’especificitat del senyal, ja que es va 

associar a una menor alliberació de calci. La fuga espontània de calci o calcium leak mesurada a 

partir d’una corba patró de CaCl2 en el rang d’entre 0-5 mol/L va ser major en les vesícules de 

RS obtingudes de ratolins vells respecte als ratolins joves (Figura 38).  

 

 
 

Figura 38: Efecte de l’envelliment sobre la captació i alliberació de calci en vesícules aïllades de RS. 

A) Monitorització de la captació de calci i posterior alliberació (calcium leak) en vesícules aïllades de RS 

de ratolí. El calcium leak depenent de RyR des del RS i alliberat al medi es va detectar a partir de 

l’augment de la fluorescència de la sal de fluo-4 (unitats arbitràries de fluorescència) després de l'addició 

de 10 μmol/L de tapsigargina (inhibidor de la SERCA). Abans d’afegir la tapsigargina, les vesícules de 

RS es van exposar a un calci de ~ 2 µmol/L per estimular la captació de calci mitjançant la SERCA. 

L’addició de 100 μmol/L de tetracaïna (inhibidor del RyR) en un subconjunt de cèl·lules va fer disminuir 

l’augment de fluorescència, el que confirma que correspon a calcium leak depenent del RyR. B) 

Quantificació de la captació i alliberació de calci total en vesícules aïllades de RS en els diferents grups 
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d’edat. La captació de calci depenent de SERCA va ser la mateixa tant en els ratolins joves com en els 

ratolins vells, a diferència de l’alliberació de calci depenent del RyR on el calcium leak va ser major en 

les vesícules aïllades de RS de ratolí de ≥ 20 mesos respecte als ratolins joves, expressat com a nmols 

Ca/mg proteïna i calculat a partir d’una corba patró de CaCl2 en el rang d’entre 0-5 mol/L. La barra de 

tetracaïna correspon a la mitjana dels dos grups d’edat. Les dades estàn expressades com a mitjana ± 

ESM i han estat obtingudes a partir de 12-14 cardiomiòcits per grup.  

5.1.5. Efecte de l’edat avançada sobre la funció mitocondrial 

5.1.5.1.  L’augment del calcium leak depenent del RyR s’associa a un augment del contingut de 

calci mitocondrial 

Per investigar si el calcium leak del RS pot afectar el contingut de calci mitocondrial, es 

van avaluar els nivells de calci lliure i calci total mitocondrial utilitzant cardiomiòcits i 

mitocondris cardíacs aïllats de ratolí, respectivament. 

Els nivells de calci lliure es van detectar en cardiomiòcits aïllats marcats amb rhod-2-AM, 

un marcador específic de calci permeable a les membranes i que s’acumula als mitocondris. La 

fluorescència mitocondrial de rhod-2 (u.a.f.) va ser significativament més elevada en els 

cardiomiòcits de ratolins vells (11,5 ± 0,4 u.a.f) que en els cardiomiòcits de ratolins joves (4,6 ± 

0,1 u.a.f) (Figura 39), suggerint uns nivells de calci lliure més elevats en la matriu mitocondrial 

dels animals vells.  

 

 
 

Figura 39: Efecte de l’envelliment sobre la quantitat de calci lliure en els mitocondris dels 

cardiomiòcits de ratolins. Els cardiomiòcits aïllats de ratolins vells van mostrar nivells de fluorescència 

de rhod-2 més elevats que els ratolins joves. Aquests resultats indiquen que l’envelliment s’associa a un 

augment del calci lliure en els mitocondris dels cardiomiòcits de ratolins de  20 mesos. Les dades estàn 

expressades com a mitjana ± ESM i han estat obtingudes a partir d’un total de n = 4 ratolins joves i n = 4 

ratolins vells. 

 

Per quantificar el contingut total de calci mitocondrial, els mitocondris aïllats es van 

tractar amb HCl. Aquesta maniobra serveix per solubilitzar les sals de calci que poden estar 

precipitades a la matriu mitocondrial. El calci solubilitzat es va quantificar a través del 

fluorocrom CaG5N, específic de calci, i usant una corba estàndard de CaCl2. El contingut de 

calci total va ser major en mitocondris IF de ratolins vells (110 ± 25 nmol Ca/mg proteïna)  que 

en mitocondris IF de ratolins joves (80 ± 13 nmol Ca/mg proteïna p = 0,01). No es van observar 

diferències estadísticament significatives en el contingut de calci dels mitocondris SS entre els 
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dos grups d’edat (32 ± 5 nmol Ca/mg de proteïna en joves i  44 ± 7 nmol Ca/mg de proteïna en 

vells p = 0,657) (Figura 40). 

 

 

 
 

Figura 40: Contingut de calci mitocondrial total en els mitocondris SS i IF. L’envelliment es va 

associar a un augment del contingut total de calci en els mitocondris IF. En canvi, no es van veure 

diferències degudes a l’edat en la subpoblació de mitocondris SS. Dades expressades com a mitjana ± 

ESM d’un total de n = 4 ratolins joves i n = 4 ratolins vells. 

 

Aquests resultats indiquen que l'envelliment s’associa a un augment significatiu del 

contingut de calci que afecta únicament a la subpoblació de mitocondris IF.  

5.1.5.2.  Efecte de l’envelliment sobre els mitocondris i el consum d’oxigen 

Per conèixer si l’envelliment afecta al contingut total de mitocondris en el miocardi i a la 

funció mitocondrial es va determinar el rendiment mitocondrial (RM, mg proteïna/g teixit), 

activitat CS (UCS/mg proteïna) i consum d’oxigen per gram de teixit en mitocondris aïllats de 

ratolins joves i vells. 

El contingut total de mitocondris en el teixit cardíac va ser igual en els ratolins joves i els 

vells, tal i com es dedueix a partir de les dades del rendiment mitocondrial i de l’activitat CS 

(Taula 3).  

 

 
 

Taula 3: Determinació del rendiment mitocondrial i de l’activitat CS en el teixit miocàrdic. 

Rendiment mitocondrial (RM), expressat com a mg de proteïna mitocondrial/ g teixit fresc i activitat CS, 

expressada com a UCS/mg (UCS = μmol TNB/min) en mitocondris SS i IF de teixit miocàrdic de ratolí. 

Les dades estàn expressades com a mitjana ± ESM i han estat obtingudes a partir d’un total de n = 5 

ratolins joves i n = 10 ratolins vells.  
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Aquests resultats demostren que l'augment en el contingut de calci en la subpoblació de 

mitocondris IF no va estar acompanyat per una clara disminució en la quantitat de mitocondris 

en el miocardi de ratolins vells (rendiment mitocondrial: 8.1 [vells] vs 10.7 [joves], p = ns; CSU 

/ mg: 3.3 [vells] vs 3.7 [joves], p = ns). 

La funció mitocondrial de ratolins joves i vells es va avaluar en mitocondris cardíacs SS i 

IF a partir del consum d’oxigen en condicions basals, és a dir en presència de substrats del cicle 

de Krebs, i després d’estimular amb ADP (consum màxim), utilitzant substrats del complex 1 

(malat-glutamat) o complex 2 (succinat-rotenona). 

La respiració mitocondrial en la subpoblació de mitocondris cardíacs SS va ser igual en 

ambdós grups d’edat, tant en l’estat basal (fase 2) com després d’estimular amb ADP (fase 3) en 

presència de substrats pel complex 1 i del complex 2.  

En la subpoblació de mitocondris cardíacs IF no es van observar diferències en el consum 

d’oxigen basal entre els ratolins joves i els ratolins vells. En canvi, si que hi van haver 

diferències en el consum d’oxigen màxim (després de l’estimulació amb ADP) entre els dos 

grups d’edat. Així, la tasa màxima de consum d’oxigen va ser menor en els mitocondris IF dels 

ratolins vells tant en presència de substrats de complex 1 (39,0  ± 1,9 nmolsO2/minuts × UCS en 

ratolins vells respecte 48,5 ± 2,8 nmolsO2/minuts × UCS en ratolins joves; p = 0,007) com en 

presència de substrats del complex 2 (73,8 ± 2,1  nmolsO2/minuts × UCS en ratolins vells 

respecte 80,9 ± 2,0 nmolsO2/minuts × UCS en ratolins joves; p = 0,038) (Figura 41). 

  

 
 

Figura 41: Efecte de l’envelliment sobre la respiració mitocondrial en mitocondris SS i IF. Taxes de 

consum d’oxigen expressades com a nmolsO2/min x UCS en l’estat basal i en presència d’ADP usant 

substrats del complex 1 i complex 2 en mitocondris cardíacs SS i IF de ratolins joves i vells. El consum 

d’oxigen en condicions basals no es troba afectat per l’envelliment. En canvi, l’envelliment produeix una 

disminució del consum d’oxigen depenent d’ADP en els mitocondris IF. Aquesta disminució s’observa 

tant en presència de substrats pel complex 1 com pel complex 2. Dades expressades com a mitjana ± ESM 

d’un total de n =5 ratolins joves i n = 10 ratolins vells. 
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Aquests resultats indiquen una reducció de la capacitat màxima del consum d’oxigen en 

presència d’ADP en la subpoblació de mitocondris cardíacs IF de ratolins vells. 
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5.2. Model humà 

El model experimental humà que s’ha utilitzat en aquesta tesi és teixit de l’apèndix de 

l’aurícula, que s’ha extret durant la intervenció quirúrgica per recanvi valvular o by-pass 

coronari en pacients operats al servir de cirurgia cardíaca de l’Hospital Vall d’Hebron. 

En totes les determinacions realitzades en teixit miocàrdic humà, les mostres han estat 

escollides de tal forma que la representació d’altres variables, com per exemple la diabetis, la 

insuficiència cardíaca, la hipertensió, la hiperlipèmia i fumador actiu, es mantenia sense 

significació estadística en ambdós grups d’edat (joves < 75 anys; ancians ≥ 75 anys). 

5.2.1. Efecte de l’envelliment sobre l’acumulació d’AGE en el miocardi i la glicació del RyR 

Per investigar si l’envelliment augmenta l’acumulació d’AGE en el teixit miocàrdic humà 

es van desenvolupar dos tipus d’ELISA: un ELISA de tipus competitiu per determinar el 

contingut global de proteïnes glicades per CML i un ELISA de tipus sandvitx per investigar 

específicament el grau de glicació del RyR. 

5.2.1.1.  Acumulació d’AGE en el miocardi 

Per l’ELISA competitiu es va utilitzar un anticòs que reconeix les proteïnes modificades 

per CML (anti-CML-BSA). El resultat generat per espectrofotometria en el miocardi de pacients 

va mostrar un augment estadísticament significatiu (p = 0,045) de la quantitat global de 

proteïnes, modificades per CML, en el miocardi de pacients de ≥ 75 anys (341 ± 63 g CML-

BSA/g teixit) respecte al miocardi de pacients més joves (193 ± 24 g CML-BSA/g) (Figura 

42).  

 

 
 

Figura 42: Detecció de proteïnes modificades per AGE (CML) en el teixit miocàrdic humà. Nivells 

d’AGE detectats per l’anticòs anti-CML en un ELISA de tipus competitiu i quantificats a partir de una 

corba estàndard. Els resultats indiquen un augment significatiu d’AGE de CML en el miocardi de 

pacients ancians (p = 0,045). Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 26 pacients joves 

i n = 15 ancians. 

 

En la taula 4 s’observen les principals variables demogràfiques i clíniques dels pacients 

escollits per la determinació de proteïnes modificades per AGE (CML).  
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Taula 4: Característiques clíniques, demogràfiques i factors de risc dels pacients escollits per la 

quantificació dels nivells d’AGE en el miocardi. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de 

n = 26 pacients joves i n = 15 pacients ancians. 

5.2.1.2.  Glicació del RyR en el miocardi durant l’envelliment 

Per investigar si l’envelliment s’associa a un augment del grau de glicació del RyR en el 

teixit miocàrdic de pacients es va desenvolupar un ELISA sandvitx basat en la utilització 

d’anticossos que reconeixen proteïnes modificades per CML (anti-CML) i MG (anti-MG), 

utilitzant simultàniament un anticòs anti-RyR per tal d’immunocapturar el RyR en vesícules 

aïllades de RS. 

El resultat generat per espectrofotometria va mostrar la presència de RyR en vesícules de 

RS de pacients joves (0,420 u.a. ± 0,020) i en vesícules de RS de pacients vells (0,430 u.a. ± 

0,039), sense que es detectessin diferències estadísticament significatives en els valors 

d’absorbància. La quantitat de glicació detectada amb l’anticòs anti-CML va ser igual en 

ambdós grups d’edat (0,496 u.a. ± 0,016 en pacients joves i 0,486 u.a. ± 0,040 en pacients vells, 

p =0,896). Tanmateix, l’anticòs anti-MG no va tenir suficient sensibilitat i no va donar una 

senyal detectable per espectrofotometria. 

Degut a la rellevància del MG com a precursor d’AGE intracel·lular, es va biotinilar 

l’anticòs anti-MG per tal d’augmentar la sensibilitat de la tècnica. Per comprovar la sensibilitat i 

especificitat de l’anticòs un cop biotinilat, és va testar utilitzant un ELISA de tipus indirecte 

sensibilitzant la placa amb MG-BSA. L’anticòs anti-MG biotinilat va mostrar reactivitat 

específica per l’antigen, obtenint un valor d’absorbància a 450 nm de 0,568 u.a., mentre que el 

control negatiu (reactivitat inespecífica deguda a l’anticòs secundari) va ser 0,051 u.a. 

d’absorbància. 

Un cop verificada la bona reactivitat de l’anticòs anti-MG biotinilat, es va repetir el 

sandvitx per identificar la glicació de RyR per MG. El resultat obtingut va mostrar un augment 

dels valors d’absorbància en les vesícules de RS de pacients ancians (0,046 ± 0,015 respecte a -

0,001 ± 0,012 en les vesícules de RS de pacients joves,  p = 0,022).  

Aquests resultats indiquen un major grau de glicació del RyR per MG (Figura 43). 
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Figura 43: Grau de glicació del RyR avaluada per un ELISA sandvitx. Glicació del RyR detectat per 

l’anticòs anti-MG biotinilat en un ELISA de tipus sandvitx realitzat amb vesícules aïllades de RS de 

pacients. Es va obtenir un augment d’absorbància en les vesícules de pacients ancians (p = 0,02) indicatiu 

d’un augment del grau de glicació del RyR per MG. Els valors corresponen a la mitjana d’unitats 

d’absorbància del TMB/0,1mg proteïna. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 13 

pacients joves i n = 9 ancians. 

 

En la taula 5 s’observen les principals variables demogràfiques i clíniques dels pacients 

escollits per la determinació del grau de glicació del RyR.  
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Taula 5: Característiques clíniques, demogràfiques i factors de risc dels pacients escollits per la 

quantificació de la glicació del RyR en el miocardi. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de 

n = 13 pacients joves i n = 9 pacients ancians. 

5.2.2. En el miocardi humà l’envelliment s’associa a una deficiència de l’activitat de la via de la 

glioxalasa 

Per investigar si l’augment de glicació observat en el teixit miocàrdic de pacients ancians 

està relacionat amb un dèficit en la via de detoxificació de precursors d’AGE, tal i com hem 

observat en el miocardi murí, es van realitzar mesures d’activitat i d’expressió de Glo 1, 

contingut de D-lactat i nivells de glutatió total (GSH) en homogenats de teixit miocàrdic humà. 

5.2.2.1.  Disminució de l’activitat Glo 1 i reducció de la generació de D-lactat en el teixit 

miocàrdic humà 

La taxa de producció del metabòlit S-D-lactoïl-glutatió (μmol S-D-lactoïl-glutatió/minuts 

× g teixit) en el miocardi de pacients de ≥ 75 anys va ser significativament menor (p = 0,05) (4,6 

± 1,3 μmol S-D-lactoïl-glutatió/min × g teixit) que en el miocardi dels pacients joves (7,8 ± 1,0 

μmol S-D-lactoïl-glutatió/min × g teixit) (Figura 44-A).  

De forma similar, la concentració de D-lactat, determinada per espectrofotometria i 

calculada a partir d’una corba estàndard (μmol D-lactat/g teixit), va ser significativament 

inferior en el teixit miocàrdic dels pacients ancians (137,90 ± 35,72 mols D-lactat/g teixit) 

respecte el teixit miocàrdic de pacients joves (323,35 ± 59,04 mols D-lactat/g) (p = 0,03) 

(Figura 44-B).  
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Figura 44: Activitat Glo 1 i contingut de D-lactat en el teixit miocàrdic de pacients. A) L’activitat 

Glo 1 calculada a partir dels μmol S-D-lactoïl-glutatió/minuts × g teixit, es troba significativament 

reduïda en els extractes miocàrdics de pacients ancians (≥ 75 anys) respecte el miocardi dels pacients més 

joves. B) El contingut de D-lactat també va ser significativament inferior en els extractes miocàrdics de 

pacients ancians respecte els més joves. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 26 

pacients joves i n = 15 ancians. 

 

Per comprovar si la disminució d’activitat Glo 1 observada en extractes miocàrdics de 

pacients de ≥ 75 anys és deguda a una disminució de l’expressió de la proteïna, es va analitzar 

l’expressió de Glo 1 per Western blot en els extractes miocàrdics de pacients joves i ancians 

utilitzant un anticòs anti-Glo 1 (Figura 45-A). L’anàlisi de la densitat de bandes corresponent a 

Glo 1 (21kDa) no va detectar canvis d’expressió de la proteïna associats a l’edat. Els valors de 

ratio (Glo 1/GAPDH) obtinguts a partir de la normalització de la densitat de cada banda per la 

densitat de la banda corresponent al control de càrrega (GAPDH) tampoc van ser diferents entre 

ambdós grups d’edat: 1,30 ± 0,5 en pacients joves respecte 1,2 ± 0,4 en pacients ancians, p = ns 

(Figura 45-B). 
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Figura 45: Quantificació de l’expressió de Glo 1 en el miocardi humà. A) Western blot de l’expressió 

total de Glo 1 (21 kDa) i de GAPDH (36 kDa) com a control de càrrega, en 3 extractes miocàrdics 

independents per cada grup d’edat. B) Quantificació del quocient entre els valors d’expressió de Glo 1 i 

GAPDH (Glo 1/GAPDH) en els dos grups d’edat. Els resultats indiquen que ni hi ha canvis en l’expressió 

de Glo 1 associats a l’edat. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 3 pacients joves i n 

= 3 pacients ancians.  

 

En la taula 6 s’observen les principals variables demogràfiques i clíniques dels pacients 

escollits per determinar la quantificació de la disminució de l’activitat Glo 1 i reducció de la generació 

de D-lactat en el teixit miocàrdic humà.  
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Taula 6: Característiques clíniques, demogràfiques i factors de risc dels pacients escollits per la 

quantificació de la disminució de l’activitat Glo 1 i reducció de la generació de D-lactat en el teixit 

miocàrdic humà. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 26 pacients joves i n = 15 

pacients ancians. 

 

Els resultats obtinguts sobre l’activitat de Glo 1 i la generació de D-lactat en els 

homogenats de teixit miocàrdic humà indiquen un dèficit de la via de detoxificació de 

precursors d’AGE depenent de la glioxalasa durant l’envelliment, malgrat l’absència de canvis 

en la seva expressió, de forma similar als resultats obtinguts en el miocardi murí. 

5.2.2.2.  Disminució del contingut de glutatió en el miocardi durant l’envelliment 

Per investigar si el contingut de GSH total està alterat en el miocardi humà durant 

l’envelliment es va utilitzar el mateix protocol que l’utilitzat en el model murí.  

El contingut de GSH total es va determinar espectrofotomètricament a partir de canvis 

d’absorbància a 450 nm deguts al TNB produït de forma proporcional al contingut de glutatió 

en la mostra. Es va calcular la concentració de GSH total utilitzant una corba estàndard. 

El contingut de GSH total va ser significativament inferior (p = 0,03) en el teixit 

miocàrdic dels pacients ancians  (235,72 ± 100,83 mols GSH total/g teixit) respecte al teixit 

miocàrdic dels pacients joves (525 ± 86,91 mols GSH total/g teixit) (Figura 46). 
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Figura 46: Contingut de GSH total en els extractes miocàrdics de pacients. Els nivells de glutatió 

total (GSH total/g teixit) calculats a partir dels valors d’absorbància a 450nm del TNB, es troben reduïts 

en el miocardi humà. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 26 pacients joves i n = 

15 pacients ancians..   

 

En la taula 7 s’observen les principals variables demogràfiques i clíniques dels pacients 

escollits per determinar la quantificació de la disminució del contingut de glutatió en el miocardi 

durant l’envelliment.  

 

 
 

Taula 7: Característiques clíniques, demogràfiques i factors de risc dels pacients escollits per la 

quantificació de la disminució del contingut de glutatió en el miocardi durant l’envelliment. Dades 

expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 26 pacients joves i n = 15 pacients ancians. 

 

Aquests resultats indiquen que el contingut de glutatió observat en el teixit miocàrdic dels 

pacients ancians es significativament menor que el contingut de glutatió observat en el teixit 

miocàrdic dels pacients joves. 
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5.2.3. Efecte de l’envelliment en els mitocondris cardíacs humans 

Per investigar l’efecte de l’envelliment en la funció mitocondrial es va determinar el 

contingut de calci a la matriu mitocondrial i es va quantificar el consum d’oxigen mitocondrial i 

el contingut total de mitocondris en el teixit miocàrdic de pacients joves i ancians, 

respectivament. 

5.2.3.1.  Augment del contingut de calci en els mitocondris cardíacs humans durant l’envelliment 

Per investigar si l’envelliment humà afecta al contingut de calci mitocondrial, tal i com 

hem vist en els mitocondris murins, es va quantificar el calci mitocondrial total després de 

solubilitzar les sals de calci precipitades a la matriu mitocondrial amb HCl.  

El calci solubilitzat es va quantificar utilitzant CaG5N un fluorocrom específic de calci, i 

la concentració es va determinar a partir d’una corba estàndard de CaCl2. Els resultats obtinguts 

indiquen que el  contingut de calci total està augmentat en mitocondris de pacients ancians (275 

± 25 nmol Ca/UCS) respecte els mitocondris de pacients joves (145 ± 13 nmol Ca/UCS) (p = 

0,001) (Figura 47). 

 

 
Figura 47: Contingut de calci total en els mitocondris cardíacs humans. En aquesta gràfica es mostra 

el contingut de calci total, calculat a partir de nmol de Ca/UCS, en els mitocondris dels pacients. Els 

resultats indiquen que l’envelliment s’associa a un augment del contingut de sals de calci a l’interior dels 

mitocondris. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 10 pacients joves i n = 10 

ancians.   

 

En la taula 8 s’observen les principals variables demogràfiques i clíniques dels pacients 

escollits per determinar l’augment del contingut de calci en els mitocondris cardíacs humans 

durant l’envelliment.  
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Taula 8: Característiques clíniques, demogràfiques i factors de risc cardiovascular dels pacients 

inclosos en l’estudi de l’augment del contingut de calci en els mitocondris cardíacs humans durant 

l’envelliment. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 10 pacients joves i n = 10 

pacients ancians. 

5.2.3.2. Efecte de l’envelliment sobre el contingut mitocondrial i el consum d’oxigen en 

mitocondris cardíacs humans 

Per investigar si l’augment del contingut de calci mitocondrial que s’observa durant 

l’envelliment té conseqüències sobre la quantitat de mitocondris i la seva funció respiratòria, es 

va avaluar el consum d’oxigen en els mitocondris, el rendiment mitocondrial (RM, mg 

proteïna/g teixit) i l’activitat CS (UCS/mg proteïna) del teixit miocàrdic de pacients joves i 

ancians. 

La funció mitocondrial dels pacients joves (<75 anys) i ancians (≥ 75 anys) es va avaluar 

a partir del consum d’oxigen en situació basal, és a dir en presència de substrats del complex 1 

(malat-glutamat) i del complex 2 (succinat + rotenona per inhibir el complex 1), així com en 

resposta a l’adició d’ADP, que correspon al consum d’oxigen mitocondrial màxim. 

La capacitat aeròbica del miocardi, avaluada a partir de la respiració mitocondrial, va 

disminuir en el pacients ancians respecte als pacients joves. Els valors obtinguts de consum 

d’oxigen mitocondrial, en l’estat basal (E2) com en presència d’ADP (E3), durant la respiració 

mitocondrial mesurada amb l’oxímetre de tipus Clark, van ser menors en pacients de ≥ 75 anys 

que en pacients joves, sota l’estimulació de malat-glutamat (complex 1) (p = 0,007) i (p < 

0,001), respectivament (Figura 48-A). Així com en presència de rotenona-succinat (complex 2) 

(p < 0,001) (p < 0,001), respectivament (Figura 48-B).  
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Figura 48: Efecte de l’envelliment sobre la respiració mitocondrial en els mitocondris cardíacs 

humans. Taxes de consum d’oxigen expressades com a nmolsO2/min x g teixit en l’estat basal i després 

d’estimular amb ADP utilitzant substrats del complex 1 (A) i complex 2 (B) en mitocondris cardíacs de 

pacients joves (< 75 anys) i ancians (≥ 75 anys). En mitocondris de pacients ancians s’obtingué una 

disminució del consum d’oxigen en estat basal i després d’estimular amb ADP tant en presència de 

substrats del complex 1 com del complex 2. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 60 

pacients joves i n = 35 pacients ancians.  

 

Aquesta disminució de la capacitat respiratòria en el miocardi envellit humà esdevingué 

per una davallada en la massa mitocondrial, mesurada com a proteïna mitocondrial relativa al 

pes del teixit processat, així com a partir de l’activitat CS, un enzim exclusiu de la matriu 

mitocondrial (Taula 9).  

 

El RM va ser significativament menor (p = 0,04) en els pacients ancians respecte els 

pacients joves. L’activitat CS (indicador del número de mitocondris), també va ser 
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significativament menor (p < 0,001) en el teixit miocàrdic de pacients ancians que en el teixit 

miocàrdic dels pacients joves (Taula 9).   

 

 
 

Taula 9: Determinació del RM i activitat CS. RM, determinat com a mg de proteïna mitocondrial/ g 

teixit miocàrdic fresc i activitat CS expressat com a UCS/mg (UCS = μmol TNB/min), en mitocondris de 

teixit auricular de pacients joves (< 75 anys) i ancians (≥ 75 anys). El RM i l’activitat CS van ser 

significativament menors (p = 0,04 i p < 0.001, respectivament) en els pacients ancians respecte els 

pacients joves. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 60 pacients joves i n = 30 

pacients ancians. 

 

Aquests resultats suggereixen que durant l’envelliment humà es produeix una reducció 

del número de mitocondris metabòlicament competents (és a dir, mitocondris que tenen la 

capacitat de respirar) tal i com indica la reducció de l’activitat CS, a diferència dels resultats 

observats en els ratolins vells (≥ 20 mesos). Aquest fet fa que la capacitat aeròbica miocàrdica 

(consum d’oxigen mitocondrial per gram de miocardi) estigui disminuïda en els pacients 

ancians, en comparació als pacients joves, tant en el complex 1 com en el complex 2, en estat 

basal i després d’estimular amb ADP. En canvi si normalitzem les taxes de respiració pel 

número de mitocondris viable (es a dir, per l’activitat CS), ja no s’observen diferències en el 

consum d’oxigen entre els grups d’edat: fase 2: 3,9 ± 0,5 vs 5,1 ± 1,2 nmol O2/min x CS i fase 

3: 62,8 ± 3,9 vs 56,4 ± 2,4 nmol O2/min x CS, p = ns, en pacients joves i ancians, 

respectivament.
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En la taula10 s’observen les principals variables demogràfiques i clíniques dels pacients 

escollits per determinar l’efecte de l’envelliment sobre el contingut mitocondrial i el consum 

d’oxigen en mitocondris cardíacs humans.  

 

 
 

Taula 10: Característiques clíniques, demogràfiques i factors de risc cardiovascular dels pacients 

inclosos en l’estudi de l’efecte de l’envelliment sobre el contingut mitocondrial i el consum d’oxigen 

en mitocondris cardíacs humans. Dades expressades com a mitjana ± ESM d’un total de n = 60 pacients 

joves i n = 35 pacients ancians. 
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5.3. Resum global de resultats 

 

 

1. L’envelliment s’associa a un augment de l’acúmul dels AGE en el miocardi de ratolí i 

en el miocardi humà, detectat per Western blot, immunofluorescència, proteòmica 

diferencial i ELISA competitiu. 

 

2. L’anàlisi individualitzat de les proteïnes cardíaques glicades detectades per proteòmica, 

així com la quantificació per immunofluorescència del pool de proteïnes glicades en 

cardiomiòcits aïllats de ratolí, indica que una part significativa de l’acúmul d’AGE que 

es produeix durant l’envelliment es localitza a l’espai intracel·lular dels cardiomiòcits.  

 

3. L’activitat de la glioxalasa (via de detoxificació dels precursors químics d’AGE) 

quantificada per la determinació espectrofotomètrica de la cinètica de formació del S-D-

lactoil-glutatió en homogenats miocàrdics, es va trobar disminuïda tant en el miocardi 

de ratolins vells com en el miocardi de pacients ancians.  

 

4. El contingut de glutatió, un cofactor de la glioxalasa, es va trobar disminuït en el 

miocardi de ratolins vells i en el miocardi de pacients ancians.  

 

5. A partir de l’anàlisi proteòmica diferencial es va identificar el RyR com una diana 

prominent de glicació en el miocardi dels ratolins vells. Específicament, es van trobar 

nivells significativament més elevats en els pèptids que contenien hidroximetil-OP a 

nivell de lisina (K) en la posició 4452 i 4603 de la seqüència peptídica del RyR. 

 

6. L’augment de dany glicatiu en el RyR associat a l’envelliment es va corroborar per 

immunofluorescència simultània de RyR i AGE en cardiomiòcits aïllats de ratolí i per 

ELISA en vesícules aïllades de RS de teixit auricular de pacients joves (< 75 anys) i 

pacients ancians (≥ 75 anys). 

 

7. La glicació del RyR detectada durant l’envelliment es va associa a una fuga espontània 

de calci (calcium leak) des del RyR del RS quantificada fluorimètricament en 

cardiomiòcits aïllats i en vesícules de RS de cor de ratolí.    

 

8. Es va detectar un augment significatiu del contingut de calci en els mitocondris cardíacs 

aïllats de ratolins vells a la subpoblació de mitocondris interfibril·lars, però no als 

mitocondris subsarcolemals. L’augment del contingut de calci mitocondrial associat a 

l’envelliment també es va observar en els mitocondris cardíacs dels pacients ancians.  

 

9. Els mitocondris cardíacs dels ratolins vells van mostrar una reducció del consum màxim 

d’oxigen (en presència d’ADP) respecte els mitocondris de ratolins joves. Aquesta 

disminució de la capacitat respiratòria només es va detectar en els mitocondris 

interfibril·lars.  

 

10. En els mitocondris cardíacs humans, l’envelliment es va associar a una disminució del 

pool mitocondrial cardíac. 
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6. Discussió general 

 

Els resultats obtinguts en aquesta tesi demostren per primera vegada que durant 

l’envelliment el teixit miocàrdic desenvolupa una deficiència de la via de detoxificació depenent 

de Glo, que és el sistema endogen que tenen totes les cèl·lules de l’organisme per eliminar els 

intermediaris químics involucrats en la generació d’AGE. Aquesta deficiència de la via de la 

Glo sembla ser un marcador comú de l’envelliment cardíac, ja que s’ha trobat en el cor dels 

ratolins vells (≥ 20 mesos) i en el teixit miocàrdic de pacients ancians (≥ 75 anys). Com a 

conseqüència de la deficiència de la via de la Glo, es produeix un augment de la glicació 

intracel·lular, en particular en una de les proteïnes, el RyR. La glicació del RyR fa que el 

tancament d'aquest canal sigui defectuós, de manera que es produeix un alliberament no 

controlat de calci des del RS que acaba exposant als mitocondris a un excés de calci. Com a 

conseqüència, els mitocondris acumulen calci en el seu interior i perden la capacitat respiratòria 

necessària per generar energia de forma eficient. 

Aquests resultats identifiquen un mecanisme fisiopatològic prèviament no conegut 

involucrat en l’envelliment cardíac, segons el qual les alteracions intracel·lulars produïdes per la 

glicació durant l’envelliment podrien facilitar la transició d’una cèl·lula sana i metabòlicament 

competent cap a un cardiomiòcit energèticament insuficient i explicar, al menys en part, 

l’augment de la vulnerabilitat del cor vell a desenvolupar insuficiència cardíaca, una condició 

que augmenta de forma exponencial a mesura que envellim i que constitueix una de les 

principals causes de mort i discapacitat en tots els països del món. La identificació d'aquest 

mecanisme molecular d'envelliment cardíac podria permetre el desenvolupament de tractaments 

encaminats a prevenir-ho. 

6.1. Acúmul intracel·lular d’AGE en els cardiomiòcits vells 

Els resultats descrits en aquesta tesi mostren de forma consistent un augment d’AGE 

totals en teixit miocàrdic de ratolins vells i en teixit auricular de pacients ancians en comparació 

amb mostres d’individus joves, identificats a partir de vàries tècniques de detecció d’AGE 

basades en anticossos (Western blot, ELISA, immunofluorescència), i en espectroscòpia de 

masses, tècnica que no depèn dels anticossos. 

En l’anàlisi per Western blot de proteïnes modificades per AGE, es va observar un 

augment de CML en homogenats de teixit miocàrdic de ratolins vells (> 20 mesos). Aquest 

augment en el contingut de proteïnes glicades també es va observar en homogenats de teixit 

miocàrdic de pacients de ≥ 75 anys, a partir de l’anàlisi efectuat mitjançant un ELISA de tipus 

competitiu per CML desenvolupat en el nostre laboratori. Degut a què es van utilitzar mostres 

d’homogenats de teixit miocàrdic, aquests resultats no permeten saber quina és la localització de 

les proteïnes glicades (extracel·lulars o intracel·lulars) ni la seva identitat. 

Per tal de diferenciar la distribució dels AGE es va utilitzar un marcatge 

inmunofluorescent de les proteïnes intracel·lulars glicades en un model de cardiomiòcits aïllats. 

Els resultats obtinguts demostraven un augment de les proteïnes inmunomarcades. El contingut 

intracel·lular de proteïnes glicades per MG en els cardiomiòcits de ratolins vells va ser major 

que l’obtingut en els cardiomiòcits joves. Paral·lelament, en col·laboració amb el laboratori de 

Química de proteinas del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares del Instituto 

Carlos III (CNIC), Madrid, dirigit pel Dr. Jesús Vázquez es va avaluar l’efecte de l’envelliment 

sobre la quantitat de proteïnes miocàrdiques modificades per AGE mitjançant l’anàlisi massiva 

per proteòmica diferencial. L’anàlisi proteòmica realitzat a partir d’homogeneïtzats de teixit 

miocàrdic de ratolí va identificar un total de 268 pèptids modificats per glicació, corresponents a 
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100 proteïnes diferents. L'anàlisi quantitativa d'aquests pèptids va confirmar l'augment de 

l'abundància relativa de pèptids glicats en els homogeneïtzats dels ratolins vells. La majoria de 

glicacions identificades van ser a nivell de Lys, Arg i Trp i afectaven majoritàriament als 

pèptids pertanyents a proteïnes mitocondrials i contràctils. En conjunt, aquests resultats 

demostren un augment d’AGE intracel·lulars en cardiomiòcits durant l’envelliment. Aquests 

resultats s’han confirmat per tècniques complementàries i independents, per minimitzar les 

limitacions inherents a l’ús d’anticossos. Els anticossos contra AGE són difícils d’obtenir i 

sovint presenten reaccions creuades. La utilització de tècniques complementàries, inclosa la 

proteòmica, ha permès disminuir la taxa de resultats inespecífics. 

L’acumulació d’AGE s'ha associat amb patologies cardíaques específiques i amb el 

pronòstic de la seva evolució, com la insuficiència cardíaca (143), les arrítmies (158) i la 

malaltia coronària en pacients diabètics (159) i s’han proposat com a biomarcadors de malalties 

cardiovasculars (160). Kilhovd et al., han descrit que els AGE sèrics augmenten en els pacients 

amb diabetis de tipus 2 en comparació amb el grup control i aquest augment és major quan hi ha 

malaltia coronària. Els AGE circulants també s’han implicat en la mortalitat cardiovascular 

independentment de la diabetis (160). En un estudi poblacional realitzat en dones de 65 anys o 

més, es va determinar que els alts nivells de CML en plasma estaven positivament 

correlacionats amb el risc de mortalitat (160). Dins el context de les arrítmies, Raposeiras-

Roubín et al., va demostrar que els nivells d’AGE fluorescents i RAGE soluble (sRAGE) en el 

plasma, van ser majors en els pacients amb fibrilació auricular, independentment de la diabetis, i 

es van correlacionar amb les dimensions de l'aurícula, el que indica que la interacció AGE-

RAGE pot tenir un paper important en la remodelació estructural aritmogènica de l'aurícula. 

Hi ha poques evidències prèvies que demostrin la presència d’AGE en teixit miocardic. És 

important assenyalar que s'ha demostrat que la glicació de les fibres de col·lagen té importants 

conseqüències biològiques. Les cèl·lules s'adhereixen menys a les fibres de col·lagen glicat, la 

unió de proteoglicans al col·lagen glicat disminueix (161) i el col·lagen glicat activa els RAGE 

en les cèl·lules, el que juga un paper en les malalties vasculars (162) i les complicacions 

diabètiques (163). Donaldson et al., van observar AGE en el teixit miocàrdic humà procedent de 

biòpsies epicàrdiques, independentment de la presència de diabetis i hipertensió, propiciant no 

només un deteriorament de la funció miocàrdica, sinó també la hipertròfia dels cardiomiòcits 

(164). Nozynski et al., van descriure un augment dels AGE, observats mitjançant tinció 

immunohistoquímica en el sarcoplasma dels cardiomiòcits en pacients amb diabetis i en 

pacients amb insuficiència cardíaca sotmesos a transplantament cardíac (165). Es considera que 

molts dels efectes patològics dels AGE es generen a través de la seva unió als receptors 

específics de membrana de tipus RAGE (166). Així per exemple, s’ha observat una reducció del 

dany miocàrdic per isquèmia-reperfusió en ratolins RAGE - / - (167)(168). Bidasee et al. van 

observar un augment de la glicació, mitjançant espectrometria de masses, del RyR i el SERCA, 

en les vesícules de RS d’un model de rata diabètica, després de 2 setmanes de tractament amb 

insulina, el que significa que hi ha AGE intracel·lulars en el context de la diabetis (169)(170). 

En aquesta tesi es demostra que els AGE s’acumulen durant l’envelliment en els cardiomiòcits, 

un resultat que s’ha obtingut en dues espècies diferents.  

6.2. Dèficit de la via de la glioxalasa en el miocardi senescent 

La Glo 1 es considera la principal via de detoxificació del MG (117); per tant una 

reducció de la seva activitat podria afavorir l’augment de la generació d’AGE a partir de MG. 

Un dels objectius d’aquesta tesis va ser avaluar l’efecte de l’envelliment sobre l’eficiència de la 

via de detoxificació depenent de Glo en el teixit miocàrdic murí i humà. Els resultats obtinguts 
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demostren que durant l’envelliment es produeix una disminució de l’activitat de la Glo 1, sense 

que es detectin canvis en la seva expressió però, presentant una disminució en l’abundància del 

seu coenzim glutatió en el teixit miocàrdic de ratolins vells i pacients de ≥ 75 anys.  

Un pas crític per a la formació d’AGE és la generació d’intermediaris dicarbonílics, com 

el MG, producte altament tòxic que evoluciona ràpidament cap a la formació d’AGE i que es 

genera en gran quantitat durant la glucòlisi i l’autooxidació de la glucosa (121). S’anomena 

estrès dicarbonílic a l'acumulació anormal d’aquests metabòlits intermediaris amb efectes 

perniciosos sobre les cèl·lules, cosa que contribueix a la disfunció dels teixits en l’envelliment i 

la malaltia (171). Estudis previs demostren la presència d’estrès dicarbonílic durant 

l’envelliment en diferents organismes i òrgans humans (172), com per exemple en la lent ocular 

dels humans (173) i en la insuficiència renal (174), entre d’altres. La reducció de l'activitat de 

Glo 1 s'ha associat amb la gravetat de l’aterosclerosi dins el context de la diabetis (175). En 

aquest estudi s’observa una reducció de l’activitat Glo 1 quan es produeix un trencament de les 

plaques carotídies humanes. El vincle de l'estrès dicarbonílic amb l'envelliment es va observar 

en un estudi de genòmica funcional de la Glo 1 en un model més senzill d’animal, el nematode 

C. Elegans (CeGly). Morcos et al., demostraven que l'activitat de la Glo 1 es trobava 

significativament reduïda durant l’envelliment tot i que els nivells d'ARNm de la Glo 1 no van 

variar (128). Aquests autors van observar que la sobreexpressió de Glo 1 en el nematode 

disminuïa les modificacions post-transduccionals provocades per AGE i la producció de ROS 

mitocondrials durant la vida de l’animal (128). Posteriorment, Fleming et al. també van 

relacionar l’envelliment amb la disminució de l’activitat Glo 1. Per determinar les 

conseqüències fisiològiques que resulten dels nivells elevats de MG i la Glo 1 en l'envelliment, 

es va estudiar la curació de ferides en ratolins joves i vells. Es va trobar que els ratolins vells 

tenien una taxa significativament més lenta de curació de ferides en comparació amb els ratolins 

joves (176). Els resultats obtinguts estarien d’acord amb el concepte proposat per Rabbani et al., 

el qual suggereix que el dèficit de la via de la Glo afectaria al contingut de precursors d’AGE 

intracel·lulars afavorint el dany proteic (108). Posteriorment a l’obtenció d’aquests resultats, el 

nostre grup va demostrar que l’exposició crònica de cardiomiòcits HL-1 a un inhibidor 

farmacològic de la Glo 1 va ser capaç de recapitular l’augment de l’estrès glicatiu intracel·lular 

observat en els cardiomiòcits vells (177). 

Un dels possibles mecanismes per explicar la disminució de l’activitat de la Glo 1 sense 

que es trobi alterada la seva expressió és que es produeixin canvis post-translacionals de l’enzim 

que afectin la seva activitat. Birkenmeier et al. demostren per primera vegada que l’activitat de 

Glo 1 es pot regular directament mitjançant una modificació oxidativa, és a dir, la 

glutationilació (178). En els nostres experiments, la disminució d’activitat Glo 1 no és 

conseqüència d’una disminució de la seva expressió en el teixit miocàrdic, ja que els resultats 

obtinguts per Western blot dels homogenats de teixit miocàrdic de ratolins i pacients, demostren 

que els nivells de proteïna es troben preservats durant l’envelliment. En un estudi previ es va 

demostrar que el knockdown de Glo 1 va causar una reducció significativa dels nivells de Glo 1 

en extractes de teixit de ronyó, mentre que els nivells de la proteïna en extractes de cor i fetge 

no es van veure afectats. No obstant, l'activitat Glo 1 es va reduir significativament en tots els 

extractes d'òrgans, el que concorda bé amb les dades prèviament publicades per la mateixa soca 

de ratolins Glo1KD (179) i amb els resultats de la nostra tesi.  

Els AGE s'han relacionat amb l'augment de l'estrès oxidatiu durant l'envelliment (97). Es 

considera que la relació entre AGE i ROS és bidireccional. Un dels mecanismes d’aquesta 

relació és degut a què l’esgotament dels antioxidant GSH i del NADPH poden intervenir en la 

disminució de les activitats in situ de la Glo 1 i per tant, augmentar les reaccions de glicació 

(180). Un altre mecanisme per el que els ROS augmenten la generació d’AGE és que alguns 



Discussió general 

 

109 

dels intermediaris dicarbonílics precursors d’AGE es poden generar a partir de reaccions 

d’autooxidació de glucosa i peroxidació lipídica (181)(182). Els resultats obtinguts en aquesta 

tesi demostren una reducció del contingut de GSH en els homogenats de miocardi senescent, 

tant en ratolí com en humà, que podria afectar a l’activitat de la via de la Glo, en ser un cofactor 

d’aquesta via, un efecte que s’afegiria a la disminució de la activitat enzimàtica determinada in 

vitro. La suma de la baixa activitat de Glo i la reducció dels nivells de glutatió provocaria una 

major acumulació d'adductes derivats del MG. Per altra part, l’estrès glicatiu també augmenta la 

generació de ROS. El mecanisme pel qual ho fan encara es confós, però es creu que poden 

activar el RAGE i aquesta activació es vincula amb l’augment de l’estrès oxidatiu. En conjunt, 

les reaccions d’oxidació i glicació segueixen una retroalimentació positiva que es coneix com 

estrès glicooxidatiu, un mecanisme que té probablement una gran rellevància en la 

fisiopatologia de l’envelliment (113). 

6.3. Glicació del RyR en el miocardi envellit 

En aquesta tesi hem demostrat la glicació del RyR en cardiomiòcits i vesícules aïllades de 

RS de ratolins joves i vells i en el teixit miocàrdic de pacients. En ratolí, aquests resultats es van 

obtenir mitjançant les tècniques de immunomarcatge fluorescent en cardiomiòcits aïllats, el 

marcatge per ELISA en vesícules aïllades de RS i la proteòmica diferencial a partir de teixit 

miocàrdic. En humans, l’augment de dany glicatiu del RyR associat a l’envelliment es va 

corroborar per ELISA utilitzant vesícules aïllades de RS de teixit auricular.  

Entre les proteïnes intracel·lulars que poden ser diana de dany glicatiu, el RyR ocupa una 

posició prominent. Al voltant del 80 % de RyR és de domini citosòlic amb un alt contingut de 

residus cisteïna, arginina i lisina, fet que el fa susceptible a glicar-se (183)(184). El RyR té un 

paper fonamental en el cicle d’acoblament-excitació-contracció del cardiomiòcit, un procés 

depenent d’energia en forma d’ATP, molècula generada pel mitocondri sota l’estímul del calci 

alliberat pel RS, creant un feedback bioenergètic entre ambdós orgànuls (44)(48). Estudis previs 

realitzats per Bidasee et al. demostren que el RyR i el SERCA es troben més glicats durant la 

diabetis i que aquesta glicació es pot reduir després de 8 setmanes de tractament amb insulina. A 

diferència de l’estudi esmentat, en els nostres experiments, la glicació del RyR és va comprovar 

utilitzant vesícules aïllades de RS i no només cèl·lules intactes, i per tant, s’ha exclòs la 

contribució d'altres orgànuls. Per altra part, l'estudi de Bidasee et al. s'ha fet amb un model de 

diabetis on el metabolisme dels ratolins està farmacològicament modificat, una circumstància 

que no està present en els animals del nostre estudi, que no han estat manipulats i desenvolupen 

un envelliment fisiològic. Aquests resultats avalen el paper dels AGE intracel·lulars en la 

disfunció del maneig de calci en cardiomiòcits, tenint present que tant el context patològic, 

l’envelliment, com la diana molecular són diferents i per tant, no són extrapolables 

(169)(170). Estudis previs van observar que les propietats conformacionals del RyR s'han 

mostrat consistentment alterades al cor envellit, tot i que la majoria d’estudis no ha descrit 

canvis en l'expressió de la proteïna. Cooper et al. van utilitzar un model de cardiomiòcits aïllats 

de conills per posar a prova la hipòtesis que els canvis en l’homeòstasi del Ca2+ són causa de les 

modificacions post-translacionals del RyR, l’oxidació del tiol del RyR, i dels ROS derivats dels 

mitocondris, generats durant l’envelliment (57). A diferencia dels nostres resultats, en l’estudi 

de Cooper et al. les modificacions observades no van ser degudes a la glicació del RyR. En un 

estudi publicat el 2008 per O’Brien, Ferguson, and Howlett (185) i dins el context d’isquèmia-

reperfusió, els autors observen que hi ha un augment de l'acumulació de Ca2+ citosòlic en els 

cardiomiòcits durant la isquèmia i la reperfusió relacionat amb l'edat, el que pot explicar 

l'augment de la sensibilitat al dany per isquèmia i reperfusió del cor envellit (185). En 



Discussió general 

 

110 

cardiomiòcits, i dins el context de la diabetis, es va observar que la glicació del RyR altera 

l’homeòstasi del calci, reduint la capacitat d’escurçament de les fibres miocàrdiques durant la 

sístole i contribuint al desenvolupament de la insuficiència cardíaca (169)(170). En tots aquests 

estudis previs no s’havia estudiat la relació entre la glicació del RyR en cardiomiòcits 

senescents i el seu paper dins el context de l’envelliment. Els resultats d’aquesta tesi demostren 

per primera vegada que el RyR es una dina de glicació durant l’envelliment en els 

cardiomiòcits, i que aquesta modificació posttranslacional altera les propietats de maneig del 

calci del RS abans de que es desenvolupi insuficiència cardíaca. Posteriorment a aquests 

resultats, el nostre grup va realitzar estudis amb cardiomiòcits HL-1 exposant-los a estrès de 

dicarbonílic, mitjançant un inhibidor de la Glo 1 (177). L’exposició dels cardiomiòcits HL-1 a 

estrès glicatiu va provocar, específicament, un augment de la glicació del RyR, confirmant la 

relació causa-efecte entre el dèficit de l’activitat Glo 1 i l’augment de la glicació del RyR. És 

important assenyalar que, tot i l'augment de l'estrès oxidatiu present en l'envelliment, els 

resultats actuals no avalen un factor causal de l'oxidació de RyR en la disfunció del RyR 

observada. Aquesta conclusió es basa en una profunda caracterització molecular utilitzant la 

proteòmica redox GELSILOX, que no va revelar cap augment estadístic del grau d'oxidació del 

RyR2 en el miocardi dels animals vells respecte als joves. No obstant això, aquestes dades no 

descarten la possibilitat que part del dany glicatiu observat en el RyR es vegi facilitat per 

l'excessiva producció de ROS. 

6.4. Efecte de la glicació del RyR sobre la comunicació RS-

mitocondris 

Els resultats d’aquesta tesi demostren que la glicació del RyR en el miocardi envellit 

s’associa a un augment de calcium leak a través del RyR. El calcium leak es va quantificar 

avaluant l’alliberament de calci des del RyR del RS en cardiomiòcits aïllats i en vesícules de RS 

de cor de ratolí, un model que permet descartar la possible contribució dels mitocondris o 

d’altres elements cel·lulars a la cinètica de calci. El calcium leak pot afavorir un augment 

sostingut del calci citosòlic en l’entorn pròxim a la zona d’intercomunicació entre el RS i els 

mitocondris i promoure la captació i acumulació del calci en la matriu mitocondrial. 

La comunicació funcional i anatòmica entre el RS i els mitocondris ha sorgit com un 

concepte de gran rellevància biològica en una varietat de teixits, i més específicament en 

aquelles cèl·lules amb gran demanda energètica i canvis cíclics del calci intracel·lular com en 

els cardiomiòcits. El paper de la comunicació entre el RS i els mitocondris s’ha documentat 

àmpliament en el context cardiovascular (38). S'ha proposat que el RyR / IP3 del RS és 

connecta als mitocondris a travès del VDAC utilitzant la xaperona citosòlica Grp75 (186). En 

les cèl·lules cardíaques, aquesta estreta interconnexió permet una captació eficient del calci 

procedent del RS per part dels mitocondris. La disrupció d’aquesta comunicació s’ha associat a 

diverses malalties, com la insuficiència cardíaca, la diabetis i les arrítmies i pot tenir un paper en 

el dany per isquèmia-reperfusió miocàrdica (38). Estudis previs de Gutiérrez et al. han observat 

alteracions en la comunicació entre el RS i els mitocondris durant el desenvolupament de la 

hipertròfia cardíaca i la seva transició a la insuficiència cardíaca (187). S’ha demostrat que la 

noradrenalina, un conegut inductor d’hipertròfia cardíaca, augmenta la distància mitjana entre el 

RS i els mitocondris, en un model de cardiomiòcit de rata, alterant el metabolisme cardíac i el 

maneig de Ca2+ (187). Tot i que les fuites de calci tenen un paper fisiològic important en la 

regulació del contingut de Ca2+ del RS, un calcium leak no controlat pot perjudicar la funció 

cardíaca (33). Els assaig d'immunofluorescència i lligadura de proximitat realitzats prèviament 

en el nostre grup van identificar una comunicació defectuosa entre el VDAC mitocondrial i el 
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RyR en els cardiomiòcits de cors envellits, juntament amb una alteració en la transferència de 

Ca2+ des del RS als mitocondris, malgrat una activitat preservada de l'uniportador mitocondrial 

de Ca2+ (148). Aquestes evidències indiquen que la disrupció de la comunicació entre el RS i els 

mitocondris també pot contribuir en la disfunció cel·lular durant l’envelliment cardíac. 

Juntament amb els resultats observats en el nostre laboratori, en aquesta tesi proporcionem la 

primera evidència de la glicació del RyR, una de les proteïnes que fan de pont entre aquests dos 

orgànuls, per tant la glicació del RyR podria ser la causa de les propietats anòmales del RyR i la 

disrupció dels ponts entre el RS i els mitocondris en els cardiomiòcits senescents. A més 

l’augment del calcium leak espontani secundari a la glicació del RyR pot tenir conseqüències 

directes sobre els mitocondris. 

Aquests resultats també suggereixen que la glicació del RyR pot ser la causa que provoca 

una major freqüència dels sparks de calci en els cardiomiòcits de ratolins vells descrita 

prèviament (148), un fet que ja s’havia observat en l’envelliment (188) i que pot tenir 

conseqüències funcionals perjudicials. En conjunt, aquests resultats indiquen que les 

conseqüències d’aquesta glicació són perjudicials per l’homeòstasi del calci intracel·lular 

alterant específicament el maneig del calci en el RS.  

6.5. Acúmul de calci i dany mitocondrial en el cor senescent 

Els resultats d’aquesta tesi indiquen que l’augment de calcium leak depenent del RyR 

s’associa a un acúmul del contingut de calci en els mitocondris cardíacs dels dos models 

estudiats, murí i humà, durant l’envelliment. En ratolins, l’augment del contingut de calci 

associat a l’envelliment es va detectar exclusivament en la subpoblació de mitocondris IF, sense 

que s’observessin canvis en els mitocondris SS. L’efecte de l’envelliment sobre el contingut de 

calci mitocondrial també es va poder observar en els mitocondris aïllats de miocardi de pacients 

de ≥ 75 anys. La diferència amb el model murí va ser que en l’apèndix de l’aurícula dreta dels 

pacients, la quantitat limitant de teixit disponible i, el més important, el fet de que aquest teixit 

era més fibrós, no ens va permetre poder realitzar els tractaments seqüencials per obtenir les dos 

subpoblacions mitocondrials per separat. 

La captació de Ca2+ mitocondrial es duu a terme principalment per el MCU (MCU) (189). 

Aquest uniportador és un canal de Ca2+ altament selectiu, però amb baixa afinitat (190). Per 

tant, s’han de produir concentracions elevades de Ca2+ citosòlic properes als mitocondris, 

pròximes al RyR, per induir l’entrada de Ca2+ (191)(192). Tant l’augment de la freqüència dels 

sparks de calci procedents del RyR observat en l’envelliment (148)(188)(59) com l’augment del 

calcium leak dependent del RyR secundari al dany glicatiu afavoreixen l'acumulació de calci en 

la interfase entre el RS i els mitocondris, exposant així a l'uniportador de calci mitocondrial a 

unes condicions que afavoreixen un augment de la seva activitat i l’acúmul de calci en els 

mitocondris. Tot i que el Ca2+ mitocondrial és fonamental per regular l’activitat d’enzims del 

cicle de Krebs i, per tant, la taxa de generació d’ATP, una captació excessiva de Ca2+ 

mitocondrial s'ha associat amb disfunció cel·lular en cardiomiòcits de rata (48)(193). L’augment 

de calci en l’interior de la matriu mitocondrial desemboca en una disfunció mitocondrial, 

dificultant l’acoblament electroquímic entre la cadena de transport d’electrons i la producció 

d’ATP; en el cas de que aquest augment sigui molt alt i sostingut en el temps repercuteix 

negativament en el potencial de membrana mitocondrial, facilitant la sobreproducció de ROS i 

en última instància, la permeabilitat de la membrana mitocondrial i la inviabilitat de l’orgànul 

promovent un col·lapse energètic de l’orgànul (194)(195)(196). Els nostres resultats demostren 

que l’increment de calci observat a la matriu mitocondrial, en els ratolins vells i en els pacients 

d'edat avançada, podria explicar la menor tolerància dels cors envellits al dany per isquèmia-
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reperfusió, a on la sobrecarrega de calci citosòlic desenvolupa un paper fonamental a la mort 

cel·lular (197)(30). A causa de que els mitocondris IF estan en estret contacte amb el RS, 

aquests resultats donen suport el concepte de disfunció mitocondrial mediada pel RS en els cors 

envellits. L’augment de la susceptibilitat a l’obertura del mPTP associada a l’envelliment es 

manifesta específicament en els mitocondris IF, en ple acord amb les observacions anteriors 

(71). Cal destacar que en el nostre estudi la quantificació del calci mitocondrial es va realitzar 

després de la lisi mitocondrial i la solubilització de la sal de calci de la matriu, i no mitjançant 

tècniques convencionals basades en la monitorització de la captació dinàmica de calci; per tant, 

els valors obtinguts reflecteixen la precipitació del calci mitocondrial atribuïble a l'exposició 

crònica al calci, en lloc dels canvis a curt termini induïts per les condicions experimentals. Un 

estudi publicat el 2015 per Santulli et al. va identificar l’elevat contingut de calci mitocondrial 

com el principal determinant de la fisiopatologia de la insuficiència cardíaca. Utilitzant un 

model murí d’infart de miocardi posterior, aquests autors van demostrar que la fuga de calci des 

del RyR del RS, provoca una sobrecàrrega de calci mitocondrial, que té conseqüències 

negatives sobre la funció i la morfologia mitocondrial i afavoreix el desenvolupament de la 

disfunció contràctil en els cardiomiòcits i insuficiència cardíaca. Aquestes observacions son 

coherents amb el concepte de que l’acumulació excessiva de calci mitocondrial té 

conseqüències funcionals sobre l’eficiència respiratòria i la integritat dels mitocondris.  

Per conèixer si l’envelliment afecta al contingut total de mitocondris  a la funció 

mitocondrial en el miocardi vam determinar el rendiment mitocondrial (RM, mg proteïna/g 

teixit), l’activitat CS (UCS/mg proteïna) i el consum d’oxigen per gram de teixit en mitocondris 

aïllats de ratolins joves i vells i en pacients de < 75 anys o ≥ 75 anys. Els resultats obtinguts 

demostren que l’augment de calci mitocondrial observat en els ratolins vells i pacients d’edat 

avançada es va associar a una reducció de la capacitat màxima del consum d’oxigen 

mitocondrial associat a la síntesi d’ATP (sota l’estímul de l’ADP) en la subpoblació de 

mitocondris IF aïllats de miocardi de ratolins vells i en mitocondris aïllats de pacients ancians, 

el que indica que la deficiència energètica mitocondrial depenent de l'edat es desenvolupa 

només en condicions d'estrès (consum màxim d'O2 induït per ADP, augment de l'activitat 

contràctil) i implica la resposta bioenergètica mitocondrial de retroalimentació (regeneració de 

NADPH, taxa de control respiratori). En ratolins, aquesta ineficiència bioenergètica no pot 

atribuir-se a la reducció de la massa mitocondrial, que està preservada durant l’envelliment. En 

canvi, la reducció de la capacitat aeròbica si que és atribuïble a la disminució del número total 

de mitocondris funcionals en el teixit miocàrdic dels pacients ancians. 
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7. Conclusió 

 

L’envelliment provoca un augment de la concentració d’AGE intracel·lulars en els 

cardiomiòcits promogut en part per una deficiència de la via de detoxificació dels precursors 

químics depenent de Glo 1 i del seu cofactor glutatió (estrès glicooxidatiu). El RyR és una de 

les proteïnes intracel·lulars que s’ha identificat com a diana molecular d’aquest estrès 

glicooxidatiu. La glicació del RyR té conseqüències funcionals sobre el maneig de calci del 

reticle sarcoplàsmic, detectades com un augment de la fuga espontània de calci o calcium leak. 

L'exposició crònica dels mitocondris a un excés de calci alliberat pel RS (amb qui forma unions 

anatòmiques i funcionals estretes), promou la captació i l’acúmul de calci en el seu interior i 

afavoreix la disfunció mitocondrial i la reducció de la capacitat aeròbica del miocardi senescent.
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8. Línies de futur 

 

En aquesta tesi s’ha demostrat que la glicació és una causa important del dany espontani 

de les proteïnes en el cor durant l’envelliment que pot tenir conseqüències funcionals deletèries 

(51). Aquests resultats observats en el miocardi envellit estan en la línia del que s’ha descrit en 

altres òrgans, tal com trobem en publicacions prèvies on s’ha evidenciat que l’acúmul d’AGE 

està involucrat en malalties de l’envelliment, incloses les malalties neurodegeneratives, com la 

malaltia d’Alzheimer i el Parkinson, la sarcopènia, la insuficiència renal, les cataractes, la 

malaltia de Huntington, i altres (198)(199). En aquest treball s’identifica un mecanisme 

fisiopatològic prèviament desconegut implicat en l'envelliment cardíac que pot afavorir la 

transició d'un cardiomiòcit sa cap a un cardiomiòcit deficient i augmentar la vulnerabilitat del 

cor a desenvolupar insuficiència cardíaca. Aquesta tesi també ha identificat una disminució de 

l’activitat d’un dels sistemes endogens de detoxificació d’AGEs (Glo-1) en el cor durant 

l’envelliment, que podria ser responsable, en part, de l’augment de les glicacions 

intracel·lulars.Aquests resultats obren diverses línies de futur que caldrà explorar.  

En primer lloc, no totes les proteïnes que trobem en el nostre organisme son susceptibles 

de glicació, així com tampoc totes les glicacions tenen necessàriament conseqüències funcionals 

deletèries. Per tant, una possible línia de recerca que s’obra amb aquesta tesi es la identificació 

de les proteïnes cardíaques que puguin estar més exposades al dany glicatiu i en les que la 

glicació pugui tenir conseqüències funcionals rellevants. 

Per altra part, s’obre la possibilitat de buscar vies alternatives que permetin compensar la 

deficiència de la via de detoxificació endogena o afavorir l’eliminació dels AGEs un cop 

formats. S'han dut a terme diversos estudis amb l'objectiu d’impedir la formació d’AGE actuant 

sobre els precursors (com per exemple, l’us de scavengers de compostos intermediaris, o 

mitjantçant intervencions metabòliques que redueixin la concentració de glucosa o fructosa), 

intervencions que ajudin a pal·liar els seus efectes nocius (antioxidants) o utilitzant fàrmacs que 

trenquen els enllaços dicarbonílics un cop formats (AGE breakers), però per diverses raons no 

ben identificades fins ara no s’ha trobat cap estratègia suficientment eficaç (200). 

L’aminoguanidina (201) és una hidrazina nucleòfila i les seves propietats anti-AGE es basen en 

la seva capacitat per capturar alguns intermediaris dicarbonílics. No té efectes en les etapes més 

avançades de la glicació. Malgrat els seus possibles efectes en l'atenuació de diverses 

complicacions relacionades amb la diabetis i l'edat en models animals, el seu ús en la pràctica 

clínica és limitat a causa dels efectes adversos en els assaigs clínics amb pacients diabètics 

(200). Els AGE breakers també han estat proposats com una teràpia en contra de la formació 

dels AGE. S'han identificat substàncies químiques i enzims capaços de reconèixer i trencar els 

enllaços de la reacció de Maillard, com el Alagebrium chloride (ALT-711), entre altres i s’han 

provat en assajos clínics, a on s’han reportat resultats prometedors contra les complicacions 

cardiovasculars en la diabetis i l'envelliment, tot i que s'ha qüestionat la seva capacitat real per 

trencar els enllaços creuats de les proteïnes existents en els teixits (105). Atès que les etapes 

d'oxidació tenen una participació crucial en la formació de molts AGE, les substàncies amb 

propietats antioxidants o quelants dels metalls també poden tenir activitats anti-glicans (202). 

Una altra possible estratègia contra l'acumulació excessiva d'AGE podria ser l’ús de inhibidors 

dels RAGE, mitjançant siRNA (203), models genètics o antagonistes farmacològics. S'han 

demostrat els possibles efectes protectors dels siRAGE en diversos models de diabetis (204). 

L’ús de siRAGE ha demostrat tenir un efecte beneficiós en la cicatrització de les ferides de 

ratolins diabètics (205).  
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Un aspecte rellevant que mereix una investigació més detallada es l’estudi de la 

interrelació entre les oxidacions i les glicacions, ja que el seu potencial efecte sinèrgic no es 

coneix be.  

Una de les limitacions per actuar sobre els AGE és que la seva cinètica d’acumulació i els 

mecanismes que provoquen que s’acumulin, no es coneix bé. Aquesta manca de coneixement es 

veu afavorida per diverses raons i, és que els precursors químics dels AGE són múltiples i 

extremadament ubics i reactius, a més pot produir-se una acumulació anormal d’AGE en l'espai 

extra o intracel·lular, poden actuar sobre una multiplicitat de possibles objectius proteics amb 

un impacte funcional variable i els efectes nocius immediats dels AGE poden ser el resultat d'un 

dany proteic directe o de vies inflamatòries activades per receptores (112). Actualment, la 

mesura dels AGE encara no ha tingut un paper precís en la pràctica clínica, però s’ha demostrat 

la seva rellevància com a marcador per l’estratificació del risc d’algunes malalties 

cardiovasculars. Una major caracterització dels mecanismes moleculars responsables de la 

toxicitat mediada pels AGE proporcionarà importants indicis que permetin avançar en sobre el 

desenvolupament de noves estratègies per a la prevenció i el tractament d’aquestes malalties en 

el context de l’envelliment cardiac. 
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