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REGULACION DE LA AUTOFAGIA EN EL CARDIOMIOCITO POR LIGANDOS
FARMACOLOGICOS DEL RECEPTOR ACTIVADO POR PROLIFERADORES
PEROXISOMALES GAMA (PPARY)

RESUMEN

Diversos estudios clinicos han revelado que las tiazolidinedionas, farmacos
para el tratamiento de la diabetes de tipo 2 y resistencia a insulina, podrian reducir
la morbimortalidad cardiovascular. Su mecanismo de accion es a través de la
activacion de los Receptores Activados por Proliferadores Peroxisomales (PPARs),
los cuales son factores transcripcionales activados por ligandos. En el sistema
cardiovascular, los PPARs se expresan de forma variable y juegan un importante
papel en la regulacion del metabolismo energético y en la respuesta inflamatoria.
Durante diversos estados patolégicos como por ejemplo en el infarto al miocardio,
el tratamiento con tiazolidinedionas ha mostrado efectos cardioprotectores ya que
reducen la hipertrofia y el area infartada y atenuan la respuesta inflamatoria
cardiaca. Estos antecedentes sugieren un importante papel de PPARy durante el
remodelado cardiaco, proceso fisiopatolégico que consiste en un cambio estructural
y funcional del tejido, caracterizado por fibrosis, hipertrofia y pérdida progresiva de

los cardiomiocitos.

Se ha sugerido que la apoptosis es el principal mecanismo de muerte celular
en el corazén pero ultimamente se ha avanzado en los estudios de la participacion
de la autofagia o “muerte programada de tipo II”. Sin embargo, la autofagia se
describid inicialmente como un proceso fisiolégico clave para la sobrevida celular
durante la privacion de aminoacidos, diferenciacion celular y desarrollo. Consiste
en un proceso dinamico y programado que procede con el secuestro de proteinas
citoplasmaticas y organelos enteros dentro de vacuolas de doble membrana, que
posteriormente se fusionan con los lisosomas formando los autolisosomas. Todos
estos elementos capturados en las vacuolas son degradados por proteasas

lisosomales y removidos de la célula por exocitosis. Evidencias recientes han



mostrado que los agonistas de PPARy podrian inducir la autofagia en algunas
lineas celulares. Sin embargo, aun no queda claro si la autofagia es realmente un
proceso de muerte o un mecanismo de sobrevida celular. Dado que practicamente
se desconoce si la activacién de PPARy regula la autofagia cardiaca, en esta tesis
se postulé como hipotesis que “El agonista farmacolégico de PPARYy rosiglitazona

induce la autofagia del cardiomiocito, protegiéndolo de la muerte”.

Los objetivos especificos propuestos fueron:

e Estudiar in vitro el efecto de agonistas farmacolégicos de PPARca y/o PPARy en la

viabilidad del cardiomiocito de rata.

o Determinar si rosiglitazona induce autofagia en el cardiomiocito y si ésta se relaciona

con sobrevida celular.

e Investigar si la estimulacién con rosiglitazona afecta la viabilidad de cardiomiocitos
expuestos a estrés nutricional, estrés hiperosmético o a isquemia/reperfusion

simulada.

El modelo experimental utilizado fue cultivo primario de cardiomiocitos de ratas
neonatas tratados con rosigllitazona en un rango creciente de concentraciones y de
tiempo. La autofagia se evalué mediante procesamiento de la proteina LC3 enddégena,
cambio en la distribucion y degradacion de la proteina GFP-LC3 en cardiomiocitos

transducidos con el adenovirus GFP-LC3.

Los resultados mostraron que PPARy esta presente en cardiomiocitos de ratas
y que es transcripcionalmente activo, lo cual se demostré mediante un plasmidio
reportero que contiene el elemento de respuesta para este factor transcripcional.
Ademas, rosiglitazona estimuld temprana y progresivamente la autofagia en los cultivos
primarios de cardiomiocitos, determinada por el procesamiento de la proteina
endogena LC3-l, efecto similar al observado en repuesta al tratamiento con rapamicina.

Rosiglitazona también incrementd la distribuciéon punteada de LC3-GFP, sin embargo



no disminuyé la fluorescencia de la proteina LC3-GFP en los cardiomiocitos
transducidos con el adenovirus LC3-GFP. Por otra parte, rosiglitazona no modificé de
forma significativa los niveles intracelulares de ATP y ni afecto la viabilidad basal del

cardiomiocito. El tratamiento con gemfibrozilo, tampoco modificé su viabilidad.

Para determinar si la inducciéon de autofagia tiene un efecto en la viabilidad
del cardiomiocito, los cultivos celulares se expusieron a estrés mecanico por
hiperosmolaridad y se midio la viabilidad. El estrés hiperosmético indujo de manera
rapida y potente la muerte de las células cardiacas. Sin embargo, rosiglitazona y
gemfibrozilo no previnieron este efecto. La muerte de las células cardiacas inducida
por el estrés hiperosmético es mediante apoptosis, lo que se demostré la
evaluacién por citometria de flujo de la subpoblacién G1 en células permeabilizadas
y tratadas con yoduro de propidio y determinacién de potencial mitocondrial.
Rosiglitazona y gemfibrozilo no previnieron la apoptosis del cardiomiocito inducida
por estrés hiperosmoético.  Rosiglitazona tampoco bloqued la muerte celular

inducida por isquemia y reperfusion simulada.

Finalmente, los resultados obtenidos con el desarrollo de esta tesis permiten
concluir que rosiglitazona induce la autofagia del cardiomiocito pero que ésta es

insuficiente para modificar la viabilidad celular.



REGULATION OF CARDIOMYOCYTE AUTOPHAGY BY PEROXISOME
PROLIFERATOR-ACTIVATED RECEPTOR GAMMA (PPARy) LIGANDS

ABSTRACT

Clinical studies showed that thiazolidinediones, drugs used for type 2 diabetes
and insulin resistance treatment, can reduce cardiovascular morbid and mortality.
These compounds are highly specific ligands of peroxisome proliferator-activator
receptor gamma (PPARY), a nuclear hormone receptor superfamily member. PPARs
are variably expressed in the cardiovascular system and play an important role in both
energetic metabolism regulation and inflammation response. In myocardial infarct,
treatment with thiazolidinediones has cardioprotective effects reducing cardiac
hypertrophy, infarcted area and inflammatory response. These data suggest an
important role of PPARy during cardiac remodeling. Remodeling is a
physiopathological alteration in heart structure and function characterized by

cardiomyocytes fibrosis, hypertrophy and death.

Apoptosis has been described as the main cardiac cell death mechanism.
However, recent studies have also described the participation of autophagy, also known
as type Il programmed cell death. Autophagy was first described as an adaptative
physiological process during amino acids starvation. It has also been described its
participation in cellular differentiation and development. Autophagy consists in the
sequestration of cytoplasm portions and organelles within double membrane vesicles,
named autophagosomes. These vesicles were subsequently fused with lysosomes
forming the autofagosomes. All elements captured in these vesicles are degraded by
lysosomal proteases and removed by exocytosis. Recent evidence has shown that
PPARy agonists could induce autophagy in some cells lines. However, is not clear
whether autophagy is a mechanism for cell survival or death. Based on these
antecedents we postulated the following hypothesis: “The pharmacological PPARy
agonist, rosiglitazone, induces cardiomyocyte autophagy protecting them from cell
death”.



The specific aims were:

e To study in vitro the effects of PPARa and PPARYy pharmacological agonists on

neonatal rat cardiomyocytes.

e To determine whether rosiglitazone induces autophagy in cardiomyocyte and

whether this process is related with cell viability.

e To investigate if the stimulation with rosiglitazone affects cardiomyocyte viability
when exposed to nutritional stress, hyperosmotic stress and simulated

ischemia/reperfusion.

The experimental models were primary cultures of neonatal rat cardiomyocytes
treated with rosiglitazone at different concentrations and times. Autophagy was
evaluated by endogenous LC3-I processing, and by change in adenoviral expressing
GFP-LC3 distribution and degradation.

Results showed that PPARy is expressed and is transcriptionally active in
neonatal rat cardiomyocytes as determined by western blot and activity of PPAR
reporter plasmid. Furthermore, rosiglitazone stimulated early and progressively
cardiac autophagy as determined by endogenous LC3-| processing. This effect was
similar to that induced by rapamycin. Rosiglitazone also increased the GFP-LC3
punctuated pattern, but without decreasing GFP-LC3 fluorescence. On the other
hand, rosiglitazone neither affects ATP levels nor viability of cardiomyocytes.

Gemfibrozil treatment, also did not affect cardiomyocyte viability.

To determine whether autophagy affects cardiomyocyte viability, cultured cells
were exposed to hyperosmotic stress in the presence or absence of rosiglitazone or
gemfobrozil, and viability was measured. Hyperosmotic stress induced a rapid

decrease in cardiomyocyte viability. Cardiomyocyte death was also achieved by



simulated ischemia/reperfusiom. Neither rosiglitazone nor gemfibrozil prevented
cardiomyocyte death induced by both procedures. Hyperosmotic stress-induced cell
death was characterized as apoptosis, as determined by mitochondrial potential decay
and DNA fragmentation visualized by sub G1 population in propidium iodide-treated
cells followed flow cytometry. Both rosiglitazone and gemfibrozil did not prevent the

hyperosmotic stress-induced apoptosis.

Finally, these results allow us to conclude that rosiglitazone induces

cardiomyocyte autophagy but this process does not affect cardiomyocyte viability.



1. INTRODUCCION

Hoy en dia los desordenes metabdlicos como la Diabetes Mellitus tipo 2, obesidad y
sindrome metabdlico son importantes factores de riesgo cardiovascular. Las patologias
cardiovasculares son la principal causa de morbi-mortalidad en estos pacientes. La
resistencia a insulina es comun en estos desordenes metabdlicos y podria ser uno de sus
factores etioldgicos La resistencia a insulina se asocia a una alteracion del metabolismo de
la glucosa, obesidad abdominal, dislipemia e hipertensién arterial, y contribuye a la

aparicion de enfermedades cardiovasculares’?.

1.1. Tiazolidinedionas y riesgo cardiovascular

Las tiazolidinedionas (TZD) o glitazonas, entre las que se encuentran rosiglitazona,
pioglitazona y ciglitazona, son una nueva clase de farmacos antidiabéticos orales que
ejercen efectos directos sobre el mecanismo de la resistencia de insulina Estudios clinicos
han revelado que las TZD disminuyen las concentraciones circulantes de glucosa, acidos
grasos e insulina tanto en condiciones de ayuno como en estados postprandiales®® . Estos
hallazgos se han observado tanto en sujetos controles como en pacientes diabéticos tipo 2,
donde incrementan la incorporacion de glucosa dependiente de insulina en los tejidos
periféricos, hepatico y adiposo®®. Por esta razon estos farmacos se conocen como
“sensibilizadores de insulina”. Ademas, las TZD tienen el potencial de mejorar otros
componentes de la resistencia a insulina, como las dislipidemias (aumentando las
concentraciones de HDL y disminuyendo las de triglicéridos) y la hipertension arterial®®. Si
bien estos antecedentes indican que estos farmacos podrian disminuir el riesgo
cardiovascular, otras investigaciones recientes han revelado que rosiglitazona (Avantia®)
incrementa el riesgo de infarto al miocardio en pacientes diabéticos y el riesgo de muerte
por causas cardiovasculares’. Estos antecedentes controversiales han puesto en jaque el
uso de las TZD. Sin embargo, ain no queda claro los mecanismos por los que estos
farmacos podrian estar ejerciendo los efectos deletéreos a nivel cardiovascular. Debido a
estos antecedentes se ha tornado de vital importancia la investigacién del mecanismo de
accion de las TZD a nivel cardiovascular y la participacion de su blanco farmacoldgico

denominado receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPAR).



1.2. Receptores Activados por Proliferadores Peroxisomales (PPAR)

La accion de las TZD cursa a través de su union a estos receptores, los que actuan
regulando la expresion de numerosos genes involucrados en el metabolismo de lipidos y
carbohidratos*®. Los PPARs son receptores y factores transcripcionales activados por
ligandos, integrantes de la superfamilia de receptores nucleares a los que pertenecen
también los receptores para hormonas esteroidales, tiroideas y el acido retinoico. Estos
receptores poseen una gran homologia estructural entre si y estan formados por 4 modulos
funcionales (Figura 1). El modulo A/B, en el extremo amino-terminal, posee el dominio de
transactivacion que es independiente de ligando (AF-1), el cual contiene sitios de
fosforilacion, que modifican la actividad de estos receptores. El moédulo C, comprende el
dominio de unién al DNA (DBD) que incluye dos motivos de dedos de Zinc. En el médulo
D, se encuentra el dominio de “bisagra”, cuya funciéon aun no esta bien definida, pero
estructuralmente es muy flexible y es crucial para la unién al DNA. En el extremo
carboxilo-terminal, en el moédulo E/F, se encuentran los dominios de union a ligando (LBD)
y el de transactivacion dependiente de ligando (AF-2). Ademas, esta region es necesaria
para la localizacion nuclear, dimerizacion del receptor e interaccion con proteinas

coactivadoras o represoras®*".

La unién de agonistas especificos activan los PPARs, induciendo la formacion de
un heterodimero entre ellos y el receptor para el acido cis 9-retinoico (RXR) y su posterior
unidén al DNA en los elementos de respuesta PPRE de los promotores de sus genes
blancos. Luego, el dimero PPAR/RXR recluta diversos coactivadores tales como
CBP/p300, SRC1, PBP y PGC-1". La activacion individual de los RXR o PPAR puede
inducir la transcripcion de genes, pero hay sinergia cuando se coactivaciéon
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. DBD | Bisaara

Figura 1: Estructura y dominios funcionales de los PPARs. AF-1, dominio de activacion
independiente de ligando.; DBD, dominio de union al DNA; LBD, dominio de union a ligando.
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Figura 2: Mecanismo de acciéon de los PPAR. El ligando ingresa a la célula donde se une al
receptor y favorece la dimerizaciéon con el receptor del acido 9-cis-retinoico (RXR). EI complejo
formado migra al nucleo donde se une al DNA, en elementos de respuesta de genes especificos
involucrados en metabolismo, respuesta inflamatoria e integridad celular.

Se han descrito tres isotipos de PPARs: a, B/0 y vy, los que muestran entre un 60-
80% de homologia estructural’®. Se ha establecido que ellos son codificados por distintos

genes, muy conservados en las distintas especies®’’. Si bien, los tres PPARs son
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activados por acidos grasos, presentan diferencias entre sus ligandos, especificidad por

sus genes blancos y expresion en distintos tejidos®"".

PPARa es relativamente abundante en tejidos con gran capacidad oxidativa, como
higado, rifion y corazon'®. Este receptor es activado por acidos grasos poliinsaturados,
incluyendo acido docosahexaenoico (DHA) y acido eicosapentaenoico (EPA), fosfolipidos

oxidados y por productos lipidicos de las lipoproteinas®"".

La importancia clinica de
PPARa radica en que es blanco farmacologico de fibratos, tales como gemfibrozilo y
fenofibrato (Figura 3). Estos farmacos son utilizados para el tratamiento de las dislipidemias
y han demostrado tener efectos protectores a nivel cardiaco ya que reducen la mortalidad

cardiovascular en pacientes con sindrome metabolico®*'2.

La expresion de PPAR-B/ parece ser ubicua y su abundancia depende del tejido.
Hasta la fecha se conoce poco respecto a la funcion de PPARR/, pero se sabe que al igual
que PPARa, se activan por acidos grasos y tiene un papel importante en el metabolismo

8-11

lipidico, estimulando la B-oxidacion de acidos grasos™ ', asi como un papel fundamental en

el desarrollo embrionario™.

La expresion de PPARy esta limitada a un numero reducido de tejidos,
principalmente a los tejidos adiposo y vascular. Sin embargo, se le ha atribuido una
importante presencia en el tejido cardiaco, donde sus efectos han sido controversiales' .
Agonistas naturales de PPARy son las formas oxidadas de los acidos linoléico, 9- y
13-HODE (hidroxioctadecadienoico) y el derivado de Ila prostaglandina D2,
15-deoxi-A12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2) quien tiene un  papel clave en la
inflamacién. Sin embargo, la importancia clinica de PPARy se debe a que es el receptor
para las TZD (Figura 3) y responsable de sus efectos antidiabéticos, reduciendo la
resistencia a la insulina y disminuyendo los niveles sanguineos de glucosa en los pacientes

con diabetes tipo 2°¢°.

Se ha demostrado que los tres PPARs tienen la funcién principal de regular el
metabolismo intermediario, pues los PPARs regulan varios de los genes involucrados en el

metabolismo de acidos grasos y carbohidratos, asi como la “conversacion” entre estas vias
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metabolicas®®. Ademas, las tres isoformas estan expresadas de forma variable en el
sistema cardiovascular, donde se les atribuye participacion en la regulacién del crecimiento

celular, migracion, estrés oxidativo e inflamacién, afectando el remodelado

11,21 22,23

cardiovascular y principalmente el metabolismo cardiaco
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Figura 3: Ligandos farmacolégicos de PPARa (fibratos) y PPARY (tiazolidinedionas).
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1.3. Metabolismo cardiaco

La regulacion del metabolismo cardiaco de un mamifero es compleja y depende de
multiples factores ligados entre si, como los niveles de sustratos y hormonas en la
circulacion arterial, el flujo coronario, el estado inotrépico y el estatus nutricional del
tejido?*?®. La funcién cardiaca bajo condiciones normales y patologicas depende del
metabolismo de acidos grasos, de la glicdlisis y de la oxidacién de piruvato, cuyo principal
propésito es la generacion de ATP. El ATP provee la energia para realizar los procesos
celulares que incluyen las reacciones biosintéticas, la contraccion muscular y transporte

activo a través de las membranas celulares?%.

La generacion de ATP viene del proceso de fosforilacion oxidativa mitocondrial que
utiliza los equivalentes de reducciéon aportados por el ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA) a partir de la oxidacion del acetil-CoA. En el cardiomiocito, el acetil-CoA es el
producto de la oxidacion de los acidos grasos derivados principalmente del plasma y de los
triglicéridos almacenados intracelularmente, y del piruvato proveniente de la oxidacion

lactica (lactato deshidrogenasa) o de la glicolisis?*?.

El corazén adulto normal obtiene gran parte de sus requerimientos energéticos
(60-90% del ATP requerido) de la B-oxidacién de acidos grasos (FAO) de cadena larga, y
s6lo una parte (10-40%) por la oxidacion de la glucosa (glicdlisis)’. En contraste, durante el
desarrollo fetal, en un ambiente relativamente hipoxico, el corazén obtiene su energia
principalmente de la oxidacion de la glucosa y lactato®. Inmediatamente en el periodo
postnatal, cuando incrementa la disponibilidad de O, y acidos grasos, la expresion de las
enzimas involucradas en la FAO aumentan, lo que lleva a la transicion desde el

metabolismo glicolitico al lipidico®?%#%22,

En distintas patologias cardiacas, ocurre un
“switch” metabdlico similar al observado en el nacimiento. En el corazén hipertréfico, la
capacidad oxidativa mitocondrial disminuye y se privilegia la oxidacion glicolitica,
asemejandose a lo observado en el feto. A su vez, en los diabéticos no controlados, debido
a la resistencia a insulina en los cardiomiocitos y los altos niveles de acidos grasos libres
circulantes, el miocardio utiliza casi exclusivamente lipidos para sustentar la sintesis de

ATP9,20,22,23
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Se ha mostrado que los PPARs regulan varios de los genes involucrados en el
metabolismo lipidico, asi como la “conversacién” entre las rutas metabdlicas de la glicdlisis
y la B-oxidacion de acidos grasos®'®?*. PPARa es el regulador maestro de los genes de la
FAO (MCPTI, MCAD y ACO), por lo que en el corazén, la expresion y actividad de PPARa

aumenta después del nacimiento, pudiendo asi, suplir los requerimientos energéticos®®.

1.4. Papel fisiopatologico de los PPARs en el corazén.

Se ha descrito que la actividad y la expresiéon de los PPARs varian en estados
patolégicos. Por ejemplo, los niveles de PPARa disminuyen en los ventriculos
hipertrofiados®® mientras que aumentan en la cardiomiopatia diabética®. Estos
antecedentes han sugerido que la disminucion o aumento en la expresion de las enzimas
responsables de la FAO en estas patologias se debe, al menos en parte, a alteraciones en
la sefalizacion del PPARa, regulador maestro de los genes de la B-oxidacién de &cidos
grasos®*?. El tratamiento con agonistas para PPARa regula la expresion de las enzimas
involucradas en la oxidacion de acidos grasos en el corazén hipertrofico, favoreciendo la

B-oxidacion y restaurando asi el metabolismo cardiaco’**>?’.

Sin embargo, las acciones de los ligandos de PPAR son mas amplias y no sélo
estadn circunscritas a la regulacion del metabolismo cardiaco. Interesantemente, los
agonistas de PPARYy inhiben la hipertrofia del cardiomiocito?®®?°, efecto inicialmente
atribuido s6lo a PPARa. Estudios en corazones de ratas infartadas, sometidos a
isquemia/reperfusion o a infusion de angiotensina Il han mostrado que los fibratos y
tiazolidinedionas reducen significativamente tanto el tamafo del area infartada como la

fibrosis y mejoran la funcién contractil'”?"°,

El mecanismo por el cual actuan se ha
vinculado principalmente a sus propiedades anti-inflamatorias, ya que hay una disminucién
en el reclutamiento de macrofagos y neutrdfilos, asi como también en la expresion de

proteinas de respuesta inflamatoria'”?"°.

Este efecto anti-inflamatorio no esta restringido
solo al corazon. A nivel vascular, los PPARs se expresan en células endoteliales, células
del musculo liso vascular, macréfagos y linfocitos T. En estas células, los ligandos de
PPARa y PPARy exhiben propiedades antiinflamatorias, antiaterogénicas vy

antiproliferativas, antagonizando in vivo e in vitro la accién de angiotensina 11220313637,
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Ademas, los ligandos de PPARa y PPARYy ejercen acciones antioxidantes, inhibiendo la
generaciéon de ROS y mediadores inflamatorios en los vasos. Todas estas acciones
ocurren gracias a la inhibicion de la actividad de factores transcripcionales pro-inflamatorios
como NFkB y AP-1, sugiriendo la participacion de los PPARs en el remodelado

cardiovascular %3839,

1.5. El remodelado cardiaco y la muerte del cardiomiocito

El remodelado cardiaco es un proceso fisiopatolégico comun a varias
enfermedades cardiovasculares, consistente en un cambio estructural y funcional del tejido
cardiaco, caracterizado por muerte e hipertrofia de los cardiomiocitos, proliferacion de los

fibroblastos y alteraciones en la composicién de la matriz extracelular (MEC)™.

Los cardiomiocitos dan cuenta de aproximadamente el 70% del volumen cardiaco y
corresponden al 33% del total de células del corazon®. Son los protagonistas centrales en
el proceso de contraccién cardiaca, un tipo celular muy especializado que cesa de proliferar
casi inmediatamente después del nacimiento. En consecuencia, la muerte de los
cardiomiocitos compromete el funcionamiento del corazén®. Por esta razén existe gran
interés en conocer los mecanismos involucrados en la muerte celular del cardiomiocito, a

fin de disponer de nuevos y mejores blancos farmacoldgicos.

Existen diversas formas de muerte celular, entre las que se incluyen a la apoptosis
(muerte celular programada de tipo I), autofagia (muerte celular programada de tipo Il) y la

necrosis (muerte celular no programada)*™**.

La apoptosis es una forma de muerte
celular controlada genéticamente que involucra cambios bioquimicos y estructurales
diferentes de los observados en la necrosis (Figura 4). Estos son la disminucion del
volumen celular, colapso de los elementos del citoesqueleto pero una preservacion de los
organelos hasta etapas tardias del proceso. Otra caracteristica es la fragmentacién nuclear
y del DNA, con o sin activaciéon de caspasas y la formacion de cuerpos apoptoticos®. La
membrana plasmatica mantiene su integridad, con lo que se evita el vaciamiento del

contenido celular y el desarrollo de un estado inflamatorio, caracteristico en la necrosis*>*°.
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A diferencia de la apoptosis, la muerte por necrosis se describe como un evento
caotico e independiente de la regulacidon genética, en el cual la célula se hincha, proceso
conocido como oncosis, aumentando su volumen hasta que se pierde la continuidad de la
membrana plasmatica, reventando y vertiendo su contenido intracelular al exterior, con el

subsecuente proceso inflamatorio®’ (Figura 4).

La autofagia se define como un proceso dinamico y programado que, a diferencia
de la apoptosis, procede con la degradacion temprana de organelos pero una preservacion
de elementos del citoesqueleto hasta estados tardios. El secuestro de proteinas
citoplasmaticas y organelos enteros ocurre dentro de vacuolas de doble membrana, que se
contactan y posteriormente se fusionan con los lisosomas formando las vacuolas
autofagicas. Todos estos elementos capturados en las vacuolas son degradados por
proteasas lisosomales y son removidos de la célula por exocitosis*®. La apoptosis requiere
la activacion de caspasas y fragmentacion del DNA, sin embargo estos eventos no se
requieren en la muerte por autofagia,. En contraste con la necrosis y al igual que en la

apoptosis, la autofagia no presenta respuesta inflamatoria®®.

Si bien los tres tipos de muerte mencionados anteriormente se han descrito en
cardiomiocitos, aun no estan completamente aclarados los mecanismos por los cuales
estas células desaparecen del tejido cardiaco durante la insuficiencia cardiaca. La pérdida
progresiva de cardiomiocitos es una de las caracteristicas mas importantes de esta
patologia y se ha sugerido que la apoptosis es el principal mecanismo de muerte celular
ademas de ser un proceso clave en la transicion de la hipertrofia a la insuficiencia cardiaca

descompensada®*°.
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Figura 4: Diferencias celulares entre apoptosis, necrosis y autofagia. En el proceso necrético la
membrana celular se rompe, provocando el vaciamiento del contenido citoplasmatico al espacio
extracelular y posterior desarrollo de un proceso inflamatorio en el sitio de la necrosis. En cambio, el
proceso apoptotico se caracteriza por una disminucion del volumen celular, fragmentacion del DNA y
formacion de cuerpos apoptoéticos, manteniendo la estructura de la membrana plasmatica intacta.
Los restos celulares son fagocitados por macrofagos o células vecinas, sin originar inflamacion. La
autofagia se menciona como un probable proceso de sobrevida o una forma alternativa de muerte
celular programada.

1.6. Apoptosis en el cardiomiocito

En el cardiomiocito, asi como en otras células, las etapas iniciales del proceso

apoptotico ocurren principalmente a través de dos vias transduccionales independientes:
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1.6.1. Via extrinseca o mediada a través de receptores de muerte

Esta via transduccional se activa por ligandos externos que se unen a integrantes
de la superfamilia de receptores de muerte, de los cuales Fas y TNFR1 (receptor del factor
de necrosis tumoral tipo 1) son los mejores ejemplos®.  Estos receptores de
transmembrana interactian fisicamente en forma directa con otros elementos
transduccionales formando el complejo DISC, que interactia con otras proteinas que
conducen al reclutamiento de proteasas intracelulares especificas conocidas como
caspasas’®®'. La union del Fas ligando (FasL) o del TNFa a sus receptores induce la
trimerizacion y agregacion de estos ultimos, conduciendo a la activacion de la caspasa-8, la
cual a su vez activa a la caspasa-3. La activacion de estas proteasas por proximidad,
gatilla una cascada proteolitica para llevar a cabo la ejecucion de la apoptosis. Tanto Fas
como TNFR-1 se expresan en el cardiomiocito y se inducen por estrés oxidativo producido

en la hipoxia- reoxigenacion®®®".

1.6.2. Via intrinseca o mitocondrial

Diversos estudios sugieren que los principales cambios en este proceso ocurren en
la mitocondria. La mitocondria contiene un vasto arsenal de sustancias, altamente letales,
que inician la apoptosis cuando se liberan al citosol. Entre ellas se cuentan al citocromo c,
factor inductor de la apoptosis (AIF), endonucleasa G y las proteinas Smac/Diablo*®. El
citocromo c junto a la procaspasa-9, ATP y la proteina Apaf-1 forman el apoptosoma que
por proximidad fisica conduce al procesamiento de la procaspasa-9 a caspasa-9 y la
posterior activacion de la caspasa-3, proteasa critica en la ejecucion de las etapas tardias
del proceso apoptoético. Esta via apoptotica se activa en el cardiomiocito en respuesta al
estrés nutricional (privacion de suero o glucosa), estrés redox y activacion constitutiva de
G aq. Esta mayor vulnerabilidad del cardiomiocito, no es aplicable a todo musculo rico en
mitocondria ya que los miocitos esqueléticos no poseen Apaf-1 y no experimentan muerte

celular dependiente del citocromo c**°".

Las proteinas de la familia Bcl2 son importantes
reguladores de la apoptosis a nivel de la mitocondria, controlando la integridad de su
membrana. Estas proteinas se subdividen en tres subfamilias, una antiapoptoética y otras

dos proapoptéticas. Algunas proteinas Bcl-2 se asocian a proteinas del poro de transicion
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mitocondrial (MPTP) y regulan la liberacion del citocromo c. Los integrantes proapoptéticos
(Bax, Bak, Bad) y antiapoptoticos (Bcl-2, Bcl-xl) de la familia Bcl2 se asocian y neutralizan
entre si, de manera que el balance relativo entre estos efectores determina la decision

entre la vida y la muerte celular®®®.

En el cardiomiocito, algunas proteinas Bcl-2 son
reguladas a nivel transcripcional, mientras que otras son moduladas post-
transduccionalmente ya sea por fosforilacion, ubiquitinacién, etc. que pueden conducir a su
degradacion y/o cambios en su distribucidn subcelular®®. En diferentes formas de estrés
miocardico tales como exposicion al oxido nitrico, lipopolisacarido (LPS), sobrecarga
hemodinamica, estiramiento mecanico e hipoxia-reoxigenacion, los niveles de las proteinas
Bcl-2 experimentan complejos cambios®. Diversos estudios han mostrado que los niveles
de estas proteinas aumentan en respuesta al estrés y que solo bajo algunas condiciones

participarian en la liberacion del citocromo c*°.

Multiples antecedentes indican que la muerte del cardiomiocito ocurre por apoptosis
en diversas patologias cardiacas. Estimulos como la privacién de suero, angiotensina II,
hiperglicemia, sobrecarga de presion, disfuncién mitocondrial, estrés oxidativo y estrés

45465456 | s cambios osmoticos del medio

osmatico causan apoptosis del cardiomiocito
extracelular son una caracteristica de estados patologicos tales como isquemia, shock
séptico y coma diabético. Para tolerar los cambios en osmolaridad, las células han
desarrollado mecanismos regulatorios de volumen celular, los cuales son activados por
cambios osméticos y cuya finalidad es normalizar el volumen y mantener la funcién normal
de la célula®®. En primera instancia, la regulacion del volumen celular se lleva a cabo
modificando el contenido iénico intracelular, mientras que a largo plazo ocurre a través de
cambios en el metabolismo y crecimiento®. Se ha observado que durante un periodo en la
isquemia del miocardio, el corazdn experimenta cambios hiperosmoticos y en nuestro
Laboratorio se ha demostrado que el estrés hiperosmético por sorbitol induce apoptosis en
el cardiomiocito y que este efecto es mas rapido y potente que otros estimulos

apoptdticos™.

No obstante a lo anteriormente mencionado, en muestras de tejido coronario de
pacientes con insuficiencia cardiaca se reveld que en parte de los cardiomiocitos habia un
aumento tanto en el mMRNA, como en las enzimas conjugadoras de ubiquitina, importantes

en el proceso de autofagia. Ademas, a nivel ultraestructural se observd degeneracion
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celular, incluyendo la formacién de agregados de proteinas poliubiquitinadas en vacuolas
autofagicas*®. Esta evidencia indica que la apoptosis no es el tinico mecanismo de muerte

del cardiomiocito, sino que estos también podrian morir por autofagia.

1.7. Autofagia

La autofagia se describid inicialmente como un proceso fisiolégico clave para la
sobrevida celular durante la privacién de aminoacidos, diferenciacion celular y desarrollo.
Ademas, cumple un importante papel tanto en el recambio de macromoléculas y organelos
como en patologias neurodegenerativas (Sindrome de Parkinson y Enfermedad de
Alzheimer). La autofagia se define como un proceso dinamico y programado que procede
con el secuestro de proteinas citoplasmaticas y organelos enteros dentro de vacuolas de
doble membrana, que se contactan y posteriormente, se fusionan con los lisosomas
formando los autolisosomas. Todos estos elementos capturados en las vacuolas son

degradados por proteasas lisosomales y reutilizados®”*®.

La autofagia participa en la degradacion de proteinas normales en respuesta a la
privacion de nutrientes, remodelado celular, diferenciacién, metamorfosis, envejecimiento y

transformacion celular®®*°,

También se la ha implicado en el crecimiento del utero durante
la gestacion y su atrofia después del parto; en la remocion de componentes celulares
anormales acumulados durante la toxicidad celular y recientemente, con el ayuno que
experimenta el recién nacido en sus primeras horas de vida *°. Ademas, la inhibicién de la
autofagia se correlaciona con una disminuciéon en la degradacion de proteinas y el

crecimiento celular neto °.

1.7.1. Tipos de autofagia

Hasta el momento se han descrito en la literatura tres tipos de autofagia: la

microautofagia, la autofagia mediada por chaperonas y la macroautofagia.
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En la microautofagia la membrana del lisosoma forma pequefias invaginaciones
que se desprenden de la membrana y quedan en el interior del lisosoma, incorporando
material citosélico. Este proceso cumple una funcion muy importante en la degradacion de

los peroxisomas®' y en la renovacion de la cromatina nuclear®.

La autofagia mediada por chaperonas difiere de la microautofagia en que el
trafico vesicular no esta involucrado. En cambio, las proteinas sustratos de esta ruta
presentan el motivo peptidico KFERQ, el cual es reconocido por un complejo de chaperona
molecular para luego ser transportadas a los lisosomas, molécula por molécula. La
proteina sustrato y el complejo de chaperona se unen a la membrana lisosomal a través de
la proteina tipo 2a asociada al lisosoma (LAMP-2A). Luego la proteina sustrato se
desplega y es empujada hacia el lumen del lisosoma para su degradacién, mientras que el

complejo de chaperona se recicla®.

La macroautofagia, de aqui en adelante autofagia, es una via para la degradacion
de proteinas de vida media larga y se induce bajo diferentes condiciones de estrés celular,
principalmente durante estrés nutricional como la privacion de aminoacidos®. Diversas
investigaciones han demostrado que la autofagia es un proceso de multiples pasos que
comienza con el secuestro de material citoplasmatico para formar el autofagosoma,
estructuras delimitadas por una doble membrana con bajo contenido de proteinas de
transmembrana. Luego el autofagosoma se fusiona con los endosomas, formando una
estructura hibrida que se acidifica por la adquisicion de la bomba de protones, llamada el
autofagosoma intermediario, el cual contiene ademas una membrana Unica. Finalmente,
existe una interaccion directa de los autofagosomas con los lisosomas formando una
estructura denominada comunmente autolisosoma. EI contenido vacuolar se digiere y

recicla para proveer a la célula de aminoacidos y energia®®®*.

1.7.2. Formacion del autofagosoma

Los mecanismos moleculares que conducen a la formacion del autofagosoma
requieren de la participacion de distintas proteinas codificadas en “genes relacionados a

autofagia” (atg) los que se han mantenido conservados entre distintas células eucariotas,

20



desde levaduras hasta humanos® %%,

En un primer paso la proteina Atg7 (“E1-like”)
activa a Atg12 formando un intermediario Atg12-Atg7. Posteriormente, Atg12 se transfiere
a Atg10 para formar el complejo Atg12-Atg10 para finalmente ser transferida a Atg5. Luego
este complejo (Atg12-Atg5) se une en forma no covalente a Atg16L®® lo que genera un
complejo de aproximadamente 800 kDa (Atg12-Atg5/Atg16L). Aunque este complejo
reside mayoritariamente en el citosol, una pequefia fraccion se ubica inicialmente en la
membrana lo que conlleva a su distribucién asimétrica durante el proceso de elongacion,
con la mayoria del complejo asociandose a la membrana externa. Finalmente, este
complejo se disocia de la membrana al completarse la formacion del autofagosoma®
(Figura 5). Estudios con mutantes para estas proteinas han demostrado que la formacion
del complejo Atg12-Atg5/Atg16L es esencial para el proceso de elongacion de la

membrana pero no para la generacién de estructuras precursoras®®.

Otra proteina importante en la formacién del autofagosoma es la proteina LC3 o
Atg8. Esta proteina experimenta algunas modificaciones post-traduccionales antes de
unirse a la membrana. Inmediatamente, después de la sintesis se remueven los
aminoacidos de su COOH-terminal (22 aminoacidos en rata y 5 aminoacidos en humanos).
Este procesamiento es catalizado por el Atg4. La forma resultante se conoce como LC3-
(18 kDa) que reside principalmente en el citosol. Al igual que con Atg12, la proteina Atg7
activa a LC3-1 y la transfiere a la proteina Atg3, una enzima equivalente a E2 del sistema
de ubiquitinacion, que finalmente conjuga a LC3-1 con fosfatidiletanolamina (PE). El
producto final conocido como LC3-Il (16 kDa) se asocia al precursor de membrana y, a
diferencia de Atg12-Atg5/Atg16L permanece unido a la membrana después de haberse
completado la formacion del autofagosoma (Figura 5), por lo que la cantidad de LC3-Il se

correlaciona con el nimero de autofagosomas® 7",
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Figura 5. Etapas del proceso de formacion del autolisosoma. Diferentes estimulos como
eventos de isquemia/reperfusion, privacion de nutrientes, ceramidas y estrés osmético inducen la
autofagia'®"'%. La etapa de nucleacion o formacion de la estructura membranosa pre-autofagosomal
requiere el concurso de las proteinas Beclin-1 (Atg 6) y PI3-K clase lll. El progresivo desarrollo de
esta estructura ocurre conjuntamente con la captura tanto elementos del citoplasma como organelos
subcelulares (mitocondria, reticulo endoplasmico, etc). Con la participacion de distintas proteinas de
la familia Atg se forma el autofagosoma, estructura esférica de doble membrana, que se fusiona con
el endosoma vy, posteriormente, con el lisosoma para dar origen al autolisosoma. LC3-Il es un
marcador especifico del autofagosoma

1.7.3. Vias transduccionales que regulan la autofagia

Las vias transduccionales que regulan la autofagia son altamente dependientes de
una serie de cascadas de fosforilaciones. Entre estas, de gran importancia es la via
PIBK/AKT/mTOR. Tanto las PI3Ks de las clases | y Il participan en la regulacion de la
autofagia’>. La PI3K clase | inhibe el secuestro del citoplasma y la subsecuente
degradacion mediante inhibicién de la kinasa mTOR"2. Por otro lado, la PI3K clase Il juega
un papel importante en las primeras etapas de la generacion del autofagosoma ya que
estimula el secuestro del citoplasma y el reclutamiento de proteinas desde el citosol para
su posterior degradacién. También provee a la célula de los componentes de membrana
necesarios a la via autofagica. Esta accion requiere de la interaccion de la PI3K clase lli

con la proteina Beclin-1, lo que se ha demostrado al correlacionar directamente la
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expresion de Beclin-1 con la formacién del autofagosoma’®”®.

Se ha observado que una
serie de compuestos pueden prevenir la formacion de los precursores de la autofagia

inhibiendo la PI3K clase lll, entre ellos wortmanina, 3-metiladenina (3-MA) o LY294002"2.

La autofagia se induce bajo condiciones de privacion de nutrientes®®’®. Esta
induccion esta mediada en gran parte por el sensor de energia, mTOR, una proteina kinasa
que censa los niveles energéticos’’. Cuando los niveles de aminoacidos y ATP son
normales, mTOR promueve la progresion del ciclo celular mediante la hiperfosforilacion de
p70-S6K. Sin embargo, en ausencia de nutrientes, mMTOR se encuentra inhibido con lo que
p70-S6k se encuentra hipofosforilado, lo que promueve la desunion de los ribosomas del
reticulo endoplasmatico. Este es considerado uno de los primeros eventos moleculares en
la generacion del autofagosoma®’®. La funcién de mTOR esta conservada desde la
levadura hasta los mamiferos. La inhibicion de mTOR por rapamicina remeda varias de las

caracteristicas fenotipicas de las células privadas de nutrientes’®.

Otro sensor de energia es la proteina kinasa activada por AMP (AMPK), que
responde a cambios en la razén intracelular de AMP/ATP®. La activacion de AMPK resulta
en la estimulacion de una variedad de procesos intracelulares involucrados en la
produccion de ATP. Estos procesos involucran el incremento de la incorporacion vy la

oxidaciéon de acidos grasos’®®’

y de glucosa por un aumento de la translocacion del
trasportador de glucosa 4 (GLUT-4) de manera independiente a PI3-K/Akt®, al mismo
tiempo aumenta la glicolisis via activacién de PFK-2 (fosfofructoquinasa-2)®*. Ademas, la
activacion de AMPK lleva a la reduccién de procesos que consumen energia como la
sintesis de proteinas y acidos grasos’®, siendo la represion de la sintesis de proteinas via

inhibicion de la sefalizacion de mTOR 3,

El reciente descubrimiento que AMPK inhibe a mTOR mediante la fosforilacion de
TSC 1/2 (complejo de esclerosis tuberosa1/2)® y que es activada por pequefios cambios
en los niveles de ATP citosdlico o un incremento del AMP, ha posicionado a la AMPK como
un interesante candidato como regulador de la autofagia®. Recientemente se demostro
que la privacion de glucosa induce una fuerte activacion de AMPK e inactivacion de mTOR
en cardiomiocitos, acciones que correlacionan con la estimulacion de la autofagia®.

Ademas in vivo, la induccién de autofagia durante una isquemia aguda se acompana por la
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activacion de AMPK en el corazén, siendo esta activacion de autofagia inhibida por un

dominante negativo de AMPK®®.

1.7.4. Autofagia como muerte celular programada

La autofagia es un proceso fisiologico presente en todas las células eucariotas, por
el cual se eliminan moléculas y organelos intracelulares en los lisosomas. La palabra
autofagia fue acufiada por Christian de Duve en 1963 y significa comida (fagia) propia
(auto)®’. Este mecanismo, clave para la sobrevida celular se activa cuando hay algun tipo
de estrés celular, infeccion por patégenos o malformaciones celulares internas®. Asi,
participa en procesos de vital importancia como en el metabolismo energético, regulacion
del crecimiento y desarrollo. En las células musculares la autofagia tiene la mision de
eliminar las mitocondrias defectuosas®. Sin embargo, se ha descrito que la autofagia en
ocasiones lleva a la muerte celular®. La muerte celular autofagica es principalmente una
definicion morfologica (muerte celular asociada con autofagosomas/autolisosomas) y adn
no existe evidencia concluyente de que sea un mecanismo especifico de muerte. Si bien,
se acepta que la autofagia eventualmente puede destruir una célula*', atin es controversial
si la actividad autofagica en células en proceso de muerte es la causa de muerte, o por el
contrario, un mecanismo de sobrevida. Los estudios morfologicos e histoquimicos no han
podido probar una relacién de causa-efecto entre la autofagia y la muerte celular. Sin
embargo, argumentos recientes refuerzan la idea de que la actividad autofagica en células

en proceso de muerte puede actuar como un mecanismo de sobrevida®.

La muerte celular autofagica se ha descrito en varios tipos celulares. Por ejemplo,
en las células de cancer de mama, MCF-7 tratadas con tamoxifeno evidencian un tipo de
muerte en la cual hay acumulacién de vacuolas autofagicas en el citoplasma®. En lineas
celulares de fibroblastos de ratdén, L929, la inhibicion de la caspasa-8 induce muerte
autofagica, siendo severamente afectada por la ausencia de Atg-7 y Beclin-1, dos proteinas
esenciales en la autofagia®’. Los fibroblastos de embriones de ratones (MEF) doble
“knockout” para las proteinas Bax y Bak (Bax/Bak™) se caracterizan por ser resistentes a la
apoptosis pero mueren por autofagia, requiriendo para ello de Atg-5 y Beclin-1
funcionales®™. Estos antecedentes han llevado postular que las células que no pueden

morir por apoptosis, o hacen mediante otros mecanismos, entre ellos por autofagia%.
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La evidencia de comunicacion entre las vias apoptoticas y autofagicas ha ido en
aumento en los Ultimos afos. Asi se ha descrito que vias antiapoptéticas inhiben la
autofagia, como la via transduccional PI3BK/AKT/mTOR. La mitocondria integra las senales
de muerte celular llevando a la célula a apoptosis. Sin embargo, cuando estas estan
dafadas son removidas por autofagia; por lo tanto, la mitocondria representa un nodo de
interaccion para apoptosis y autofagia. En células mamiferas, las proteinas de la familia
Bcl-2 localizadas en la membrana interna de la mitocondria modulan la autofagia® .
Evidencias recientes sugieren que Bcl-2 inhibe la autofagia a través de una directa
interaccion con Beclin-1 y que mantiene a la autofagia en niveles compatibles con la
sobrevida celular®. Por otra parte, la caida del potencial mitocondrial puede desencadenar
la degradacion de la mitocondria por autofagia®. Sin embargo, se desconoce si la
inhibicion de la autofagia incrementa el nUmero de mitocondrias despolarizadas o que este
estado las haga blanco del autofagosoma. La caida del potencial mitocondrial presenta un
punto de convergencia entre la apoptosis y la autofagia, a través de las proteinas de la
familia Bcl-2 que regulan el potencial mitocondrial. Asi la relacion entre caida del potencial
mitocondrial, apoptosis y autofagia mitocondrial es un blanco interesante de investigacion,

como también la interaccion de las proteinas antiapoptoéticas de la familia Bcl-2 y Beclin-1.

1.8. Autofagia y patologias cardiovasculares

Existen diversos antecedentes, tanto in vitro como in vivo que sugieren que la
autofagia puede tener diferentes funciones en el corazén, las que son beneficiosas o

%103 Recientes antecedentes han

perjudiciales para la morfologia y funcion cardiaca
mostrado la induccion de autofagia en cardiomiocitos frente a multiples formas de estrés
cardiovascular, incluyendo sobrecarga de presion, isquemia crénica, isquemia y
reperfusion, y dafio inducido por toxina diftérica®®. Tannous y cols. mostraron que la
agregacion de proteinas en el corazén expuesto a sobrecarga de presion es suficiente para
inducir autofagia en el cardiomiocito y que la atenuacion de la actividad autofagica aumenta
la abundancia y el tamafo del agregosoma, consistente con el rol de la autofagia en la
eliminacién de agregados proteicos®. Es asi como se ha descrito el papel de la autofagia
en la degradacion de componentes citoplasmaticos en condiciones basales, lo que lleva a

100

cardiomiopatias en el caso que la degradacion autofagica es defectuosa Ademas, la
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autofagia proporciona proteccion eliminando las mitocondrias y otros organelos dafados y

101,102 102,103

disfuncionales , observandose este proceso en el miocardio expuesto a estrés

Uno de los estimulos que induce y acelera la formacion de vesicula autofagicas a
nivel cardiaco es la privacion transitoria de nutrientes'®, caracteristica de la isquemia. Si
bien, se ha observado que en periodos breves de isquemia no se induce la autofagia, el
numero de autofagosomas se incrementa durante la reperfusion (ref). Sin embargo la
autofagia aumenta en periodos de isquemia mas prolongados, la que se incrementa
durante la reperfusion. Incluso en periodos de isquemia de 60 min se observan lisosomas
disfuncionales durante la reperfusion, sugiriendo que la isquemia prolongada puede afectar

|104,105

la via autofagolisosoma Evidencia reciente indica que la isquemia cardiaca induce

autofagia de una manera dependiente de AMPK®.

Aparte de su papel fundamental en la eliminacién de agregados proteicos y
organelos danados, la autofagia sirve como una fuente catabdlica de generacion de
energia en el ayuno. De hecho, se ha sugerido que la autofagia de los cardiomiocitos entre
el nacimiento y el primer amamantamiento puede proporcionar una fuente necesaria de
energia'®. Los cardiomiocitos del ratén transgénico GFP-LC3 ayunado tienen altos
numeros de autofagosomas para sobrevivir a las condiciones adversas de privacion de
nutrientes. En concordancia con esta idea, la autofagia promueve la supervivencia durante
la isquemia manteniendo una homeostasis energética. Durante la isquemia se inhibe la
generacion de la ATP a través de la fosforilacion oxidativa y estos niveles reducidos de

ATP han demostrado inducir autofagia'”’.

En general, estos resultados claramente indican que la autofagia tiene en primer
lugar un papel pro-sobrevida en el corazéon. Este hecho es contradictorio con los altos
niveles de autofagia encontrados en los corazones insuficientes, los cuales soportan la
teoria que una induccion excesiva de autofagia subyace muerte celular por autofagia y
pérdida de cardiomiocitos. De hecho, se ha descrito cardiomiocitos con caracteristicas

autofagicas en corazones de pacientes con insuficiencia cardiaca dilatada®®'%,

109 110

cardiomiopatia valvular e hipertensiva ™, isquemia cronica y miocardio hibernante ™, pero

no en el corazén normal %1,
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1.9. Autofagia y PPAR

En vista a los antecedentes descritos, se asume que la autofagia actua en el
cardiomiocito y en otras células como una via de sobrevida durante la privacién de
nutrientes y otras formas de estrés celular. Sin embargo, cuando existe una activacion
severa de la autofagia, los mecanismos protectores se podrian ver sobrepasados llevando
a la muerte celular, lo que podria ser de manera dependiente o independiente de la

apoptosis.

Existen algunos antecedentes que sugieren la participaciéon de los PPARs en la
regulacion de la apoptosis en distintos tipos celulares. Mientras se estudiaba el efecto
antiapoptético del agonista de PPARy 15-deoxi-A12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2),
Butler y cols. observaron que esta prostaglandina gatilla la muerte de células de cancer de
prostata’’®.  Sin embargo, la muerte observada utilizaba una via no apoptética y se
registraron interesantes cambios morfolégicos como distencion del reticulo endoplasmatico
y una abundante presencia de vacuolas que contenian mitocondrias en su interior' ',
Estos resultados también se han observado en células de neuroblastoma'® donde se
determiné la participacion de PPARy en el proceso. Estas evidencias muestran la
participacion de PPARy como mediador de la induccion de autofagia y la muerte
celular'*""3. Sin embargo, hallazgos recientes indican que la activacion del PPARy por su
agonista farmacoldgico rosiglitazona induce autofagia en células de cancer de mama pero
no su muerte'™. Ademas la activacion del PPARy se ha vinculado con la induccién de la
autofagia en higados de ratones sometidos a isquemia y reperfusion, postulandose en este

modelo a la autofagia como un mecanismo de autopreservacion celular'*®.

La revision de los antecedentes bibliograficos expuestos permiten resumir que:

1. La autofagia es un proceso de adaptacion al estrés metabdlico,
2. Aun se debate si la autofagia es un proceso de muerte o de sobrevida celular en el
corazén.

3. Los PPARSs tienen un papel clave en el metabolismo cardiaco.
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4. Agonistas de estos receptores como fibratos y tiazolidinedionas son medicamentos
ampliamente utilizados en pacientes con riesgo cardiovascular y desérdenes metabdlicos.
5. Algunos antecedentes sugieren que podria existir una relacion en PPARs, muerte
celular y autofagia en otros tipos celulares.

6. No hay antecedentes de tal relacion en el corazon.

En consecuencia el objetivo de esta tesis es investigar si existe una relacion entre:
la autofagia, la muerte o sobrevida del cardiomiocito y la actividad y/o expresién de PPARYy,

regulado su agonista farmacolégico rosiglitazona.
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2. HIPOTESIS

“El agonista farmacolégico de PPARy rosiglitazona induce la autofagia del

cardiomiocito y lo protege de la muerte”.

3. OBJETIVOS GENERALES

a) Investigar si la activacion del PPARy por rosiglitazona induce autofagia en el

cardiomiocito

b) Estudiar si la activacion de PPARy previene la muerte del cardiomiocito expuesto a

estrés mediante la induccion de autofagia.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudiar in vitro el efecto de agonistas farmacologicos de los PPARa y/o PPARYy en

la viabilidad del cardiomiocito de rata.

e Determinar si rosiglitazona induce autofagia en el cardiomiocito y si ésta se asocia
a sobrevida celular.

e Investigar si rosiglitazona modifica la viabilidad del cardiomiocito expuesto a estrés

nutricional, estrés hiperosmotico o isquemia/reperfusion simulada.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EEUU): medio Hank’s, medio DME, medio M199, pancreatina, gelatina, Triton X-100,
5-bromo-2’-deoxiuridina, L-lactato, yoduro de propidio, RNAsa, PMSF, azul de tripan,
rodamina 123, NADH, anti-lgG de raton conjugado a FITC, anticuerpo anti-tubulina, EDTA,
EGTA, 3-metiladenina (3-MA), rapamicina, ademas de otros reactivos bioquimicos.
Rosiglitasona se adquirié de Alexis Biochemicals (San Diego, CA, EEUU) y gemfibrozilo de
Laboratorio Sanitas (Santiago, Chile). Colagenasa, tripsina-EDTA, Earle’s media balanced
salt solution (EBSS) y RPMI Medium 1640 se adquirieron a Gibco BRL (Carlsbad, CA,
EEUU). Suero fetal bovino (FBS) y de ternero (FCS) se obtuvieron de Hyclone. Los
anticuerpos secundarios anti IgG de conejo conjugado a peroxidasa se adquirieron a
Calbiochem (La Jolla, EEUU) y el anticuerpo anti-PPARy a GenWay (San Diego, CA,
EEUU). El anticuerpo anti-Beclin-1 se adquirié en Santa Cruz Biotechnology y los anti IgG
de pollo conjugado a Cyan-2 y a peroxidasa en Abcam (Cambridge, RU). En Cell Signaling
Technology (Beverly, EEUU) se adquirieron los anticuerpos IgG de conejo anti-caspasa-3,
LC3. De Promega (Ma, EEUU) se obtuvieron los kits de medicién cellTiter y Dual luciferase
Reporter y el vectro plasmidial pRL-SV40. EIl reactivo Western Lightning se adquirié en
Perkin Elmer Life Sciences, Inc (Boston, MA). El medio de montaje para fluorescencia
DAKO vy la lipofectamina se obtuvieron de Invitrogen (Carlsbad, CA) De MERCK
(Dasnstadt, Alemania) se adquirié: gelatina, compuestos inorganicos y organicos, sales,
acidos y solventes. El material de plastico estéril para la obtencién y cultivo de

cardiomiocitos se adquirié a Falcon (EEUU).
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5.2. Modelo animal

Se utilizaron ratas neonatas Sprage-Dawley (2-3 dias) provenientes del Bioterio de
la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. El disefio
experimental conté con la aprobacién del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

5.3. Disefo experimentales

Se utilizd como modelo experimental cultivos primarios de cardiomiocitos de ratas
neonatas. Las células se purificaron segun el procedimiento descrito mas adelante y
posteriormente se sembraron y mantuvieron en medio de cultivo DMEM/M199 (4:1) en
presencia de suero fetal bovino (SFB) 5% y suero fetal de ternera (SFT) 10% por 18-24 h.

Posteriormente se siguieron dos modelos experimentales (Figura 6).

5.3.1. Modelo de autofagia

Cultivos primarios de cardiomiocitos se mantuvieron por 24 h en medio de cultivo
con 5% de SFB. Posteriormente las células se trataron con rosiglitazona, ligando
farmacolégico de PPARy, en presencia de 2,5% de SFB y en un rango creciente de
concentraciones y de tiempo. Para evaluar la autofagia, los cardiomiocitos se transducieron
con el adenovirus GFP-LC3 y se determind por microscopia de fluorescencia el cambio en
distribucion de la proteina GFP-LC3 y mediante citometria de flujo la disminucién relativa
en la cantidad de GFP. Ademas, el procesamiento de la proteina LC3 se determind por
Western blot. Para evaluar la viabilidad de cardiomiocitos se realizaron ensayos de
incorporacion de yoduro de propidio (Pl) cuantificado por citometria de flujo en células no

permeabilizadas.
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5.3.2. Modelo de estrés hiperosmético

Cultivos primarios de cardiomiocitos se mantuvieron por 24 h en medio de cultivo
DME/M199 privado de suero. Posteriormente las células se expusieron a los ligandos
farmacologicos de PPARa (gemfibrozilo) y de PPARY (rosiglitazona) en un rango creciente
de concentraciones y de tiempo. Igualmente, los cardiomiocitos se expusieron a estrés
osmotico en medio DME/M199 que contenia 300 mM de sorbitol (osmolaridad final: 600
mOsm). Para evaluar la viabilidad de cardiomiocitos se realizaron ensayos de exclusion de
azul tripan y de incorporacion de yoduro de propidio (PI) cuantificado por citometria de flujo
en células no permeabilizadas. La apoptosis se determind por citometria de flujo mediante
la cuantificacion de la poblaciéon Sub-G1, al incorporar Pl en células permeabilizadas con
metanol. También se determiné la caida de potencial mitocondrial mediante el decaimiento
de la fluorescencia de tetrametil rodamina (TMRM). La cantidad de ATP producido se
determind por una reaccion quimioluminiscente utilizando el kit celltiter-glo. Mediante
Western blot e inmunofluorescencia se determiné la presencia de PPARYy y su actividad fue
determinada en cardiomiocitos transfectados con un plasmidio reportero que contiene el
elemento de respuesta (PPRE) del promotor de Ila acil-CoA oxidasa (ACOX;
PPRE(ACOX)3-Tk-Luc).
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Figura 6: Cultivos primarios de cardiomiocitos de ratas como modelo experimental. Los
cardiomiocitos (CM) se aislaron segun el procedimiento descrito y mantenidos en medio de cultivo en
presencia de suero fetal bovino (SFB) 5% y suero fetal de ternera (SFT) 10% por 18-24 h.
Posteriormente las células se cultivaron en presencia de suero o en ausencia de suero dependiendo
del modelo experimental a seguir. I/R, isquemia y reperfusion; EN, estrés nutricional.

5.4. Aislamiento y cultivo primario de cardiomiocitos de ratas

Para aislar y cultivar cardiomiocitos desde corazones de rata, estos ultimos se
extrajeron, se lavaron a 37°C en medio Hank’s estéril, se descartaron las auriculas y se
picaron finamente antes de comenzar con la digestion enzimatica con lo que se obtuvieron
las células disgregadas. Los ciclos de digestion se realizaron en presencia de colagenasa
de tipo Il y pancreatina como se describe en detalle en la publicacién de Foncea y cols''®.
Para obtener una fraccién enriquecida en cardiomiocitos se aprovechd la adhesion
diferencial de los fibroblastos y cardiomiocitos sobre superficies plasticas, el producto de la
digestion se dejo reposar en placas de 100 mm durante 2 h en medio DME:M199 (4:1) 10%
FBS. Luego, el sobrenadante, se recolectd y se centrifugé a 1.000 x g durante 5 min. Se

descarto el sobrenadante y la pella se resuspendié en 20 ml de medio DME:M199 (4:1) 5%
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FBS y 10% FCS. El ndmero de células se determin6 en una camara de Neubauer usando
como colorante azul de tripan y por microscopia se visualizaron las células vivas y muertas.
Conocida su concentracion, las células se sembraron en DME:M199 (4:1) 5% FBS y 10%
FCS a distintas densidades, segun las necesidades experimentales, en presencia de 5-
bromo-2"-deoxiuridina (10 uM), sobre placas de cultivo precubiertas con una mono capa de
gelatina (2% p/v) y se mantuvieron a 37°C en una atmésfera humeda de CO2 al 5% y aire
al 95%.

5.5. Preparacion de extractos de proteinas totales

Se prepararon extractos de proteinas totales para evaluar la presencia de PPARy
en cardiomiocitos en estado basal, asi como para evaluar la actividad autofagica a través
del procesamiento de la proteina LC3, en respuesta al tratamiento con rosiglitazona. Para
este fin, las células se sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de 0,25 x10°
células/pocillo. Una vez estimuladas, las células se lavaron tres veces con PBS frio y luego
se lisaron con 50 pL de tampdn de lisis RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,2; EDTA 5 mM; NaCl
150 mM; Triton X-100 1%(v/v); SDS 0,1% (v/v); deoxicolato 1%; aprotinina 20 mg/ml;
leupeptina 1 mg/ml; PMSF 1 mM y Na3VO4 1 mM). El homogenizado se sonicé por 5 min
y luego se centrifugd a 10.000 r.p.m. durante 10 min a 4°C. El sobrenadante o extracto de
proteinas se recuperé en un tubo Eppendorf nuevo, se determind la concentracion de
proteinas por el método de Lowry y se desnaturé en tampdn de carga 4x (glicerol 20%,
B-mercaptoetanol 20%, SDS 5%, 125 mM Tris y 0,01% azul de bromofenol, pH 6,8), para

ser almacenado (el extracto) a —20°C.

5.6. Electroforesis de geles de poliacrilamida

La separacion y resolucién de las proteinas de acuerdo a su masa se realizo
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida preparados a partir de una solucién
29,2:0,8 de acrilamida: bisacrilamida. Los geles se cargaron con 30 ug de extracto
proteico. Los geles concentradores (stacking) y separadores (running) fueron de 5y 12%,
respectivamente. La electroforesis se realizé a voltaje constante de 100 V en tampon de

electroforesis por 1,5h.
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5.7. Electrotransferencia

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron desde el gel de

poliacrilamida a una membrana de PVDF de 0,45 um de poro a una corriente constante de

0,45 A en tampon de transferencia por 45 min.

5.8. Western blot

Una vez transferidas las proteinas a las membranas, estas se bloquearon durante

1 h a temperatura ambiente y posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios

toda la noche a 4°C y agitacién suave en las condiciones mostradas en la Tabla 1.

Tabla 1. Anticuerpos, dilucion y condiciones de bloqueo utilizados en los western

blots.
Anticuerpo Tampén de bloqueo Diluciéon Tampon_gie
incubacién
TBS 1x TBS 1x
PPARYy Tween-20 0,1% 1:2.500 Tween-20 0,1%
Gelatina 0,2% p/v Gelatina 0,2% p/v
LC3 1:1.000
TBS 1x TBS 1x
Beclin-1 1:2.000
Tween-20 0,1% Tween-20 0,1%
Tubulina Leche descremada 1:10.000 Leche descremada
B-actina 5% plv 1:5.000 2,5% plv
Anti-lgG de conejo 1:5.000
TBS 1x TBS 1x
Anti-IlgG de pollo Tween-20 0,1% 1:5.000 Tween-20 0,1%

BSA 3% plv

BSA 3% plv
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Posterior a la incubacion, las membranas se lavaron durante 30 min en TBS 1x que
contenia Tween-20 al 0,1% e incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con el
segundo anticuerpo anti-lgG de conejo o pollo, conjugado con peroxidasa, en tampdn de
blogueo TBS 1x/Tween-20 al 0,1%. Para detectar las proteinas, las membranas,
previamente lavadas, se incubaron durante 1 min con el reactivo “Western Lightning” y se
expusieron a la pelicula de fotografia Kodak-Biomax. Las peliculas se digitalizaron y las
imagenes se procesaron con ayuda de los programas computacionales Adobe Photoshop y
USI (Un-Scan-It gel, Silk Scientific Corporation).

5.9. Transfeccién plasmidial y actividad luciferasa

Los cardiomiocitos se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de
2.5x10° células/pocillo y se mantuvieron en medio DME/M199 FBS 5% /FCS 10% a 37°C
en incubadora. Pasadas 24 h, las células se lavaron 3 veces con tampdn Moscona (PBS
1x-Glucosa) para eliminar completamente el debris celular y se adicioné 300 ul de medio
de manutencion DME:M199 (4:1).

La transfeccion se realizd en medio de manutencion tal como se describe a
continuacion para un pocillo: se agregé 47,6 ul medio de mantencion (s/suero y sin
antibiéticos) en un tubo Eppendorf estéril y se adiciond 2,4 ul de lipofectamina. Se incubd
por 5 min a temperatura ambiente. Independientemente, a 300 ul de medio de mantencién
se agrego 0,5 ug del plasmidio PPRE-(AOX)3-Tk-fLuc y 0,1 ug del plasmidio pTk-rLuc-
SV40 como control de transfeccion. La mezcla se incubd por 5 min a temperatura
ambiente y posteriormente se mezcld con la solucidon que contiene la lipofectamina y se
incubd por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla de transfeccion fue
adicionada a las células las que se incubaron por 24 h. Transcurrido el tiempo de
transfeccion las células fueron estimuladas con rosiglitazona 1-20 uM en medio de

mantencion fresco durante 24 h.

La actividad luciferasa se mididé a través de un kit comercial. Para este fin, las
células se lisaron mediante un buffer de lisis incluido en el kit. En un tubo Eppendorff se

agreg6 10 ul de muestra (lisis celular) y 10 ul de reactivo de ensayo de luciferasa 2x,
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inmediatamente se agité la mezcla en un vortex y se detectd la luminiscencia en un
lumindmetro. Posteriomente a la mezcla de reaccion se le agregé 10 ul de reactivo “Stop
and Glo” para medir la actividad de luciferasa de renilla. Para la deteccién de la actividad
de luciferasa, se debid ajustar los tiempos de “delay” y de “integrate” en el luminémetro,

para estas células los tiempos éptimos correspondieron a 2 y 10 seg, respectivamente.

5.10. Ensayos de viabilidad celular

Cardiomicitos se sembraron en placas de 35 mm a una densidad de 1x10°
células/cm? y se mantuvieron en un medio DME/M199 sin suero por 24 h. Pasado este
tiempo, se aplico rosiglitazona o gemfibrozilo a los tiempos y concentraciones segun cada
experimento. Luego las células se suspendieron utilizando tripsina-EDTA 1x, la cual
posteriormente se inhibié utilizando DME/M199 que contenia 10% suero, en proporcién 1:5.
Posteriormente se tomd una alicuota de 20 pl de la suspension de células y se le
adicionaron 20 pL de solucion de azul de tripan, se homogeneizé y de esta nueva
suspensién se tomaron 20 yL que se colocaron en una cdmara de Neubauer y se contaron

las células vivas.

5.11. Tratamiento adenoviral

Las células se sembraron a distintas densidades dependiendo de las necesidades
experimentales. Luego de 24 h, las células se transducieron con el adenovirus GFP-LC3
(Ad-GFP-LC3) a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 30 particulas virales por célula y
mantenidas en esas condiciones alrededor de 24 h, antes de lavarlas y exponerlas al

estimulo.

5.12. Cuantificacion de autofagia

Para evaluar el efecto de rosiglitazona en la autofagia, los cultivos primarios de
cardiomiocitos de rata se transdujeron con el Ad GFP-LC3 (MOI 30) por 24 h. Luego los

cardiomiocitos se estimularon con rosiglitazona 1, 5 6 10 yM por 2, 8 y 24 h en medio
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DME:M199 (4:1) al 2,5% SFB. Como control positivo se utilizé rapamicina (inhibidor de
mTOR que induce autofagia). Se utilizd microscopia de fluorescencia para visualizar la
distribucion de la proteina LC3-GFP, contdandose aproximadamente 150 células por
condicion y clasificandolas en positivas o negativas para autofagia. Ademas se determind
la degradacion de GFP como medida de autofagia, con este objetivo los cardiomiocitos se
transducieron con el Ad GFP-LC3 y se estimularon con rosiglitazona 1,5 6 10 uM por 2, 8 y

"7 También

24 h y se determiné la fluorescencia relativa GFP-LC3 por citometria de flujo
se utilizd el procesamiento de la proteina LC3-I como marcador de induccion de

autofagia®.

5.13. Microscopia de fluorescencia e inmunofluorescencia

Se utilizé microscopia de fluorescencia para visualizar la distribucién de la proteina
LC3 en cardiomiocitos transducidos con el Ad GFP-LC3 e inmunofluorescencia para

visualizar la presencia del PPARYy.

Para investigar la distribucion de la proteina LC3-GFP, los cardiomiocitos se
sembraron a una densidad de 2,5x10° células/placa, sobre cubreobjetos de vidrio cubiertos
de gelatina (2% p/v). Después de 24 h, los cultivos primarios de cardiomiocitos se
transducieron con el Ad GFP-LC3 (MOI 30) por 24 h y luego se estimularon con
rosiglitazona 1, 5 6 10 yM por 2, 8 y 24 h en medio DME:M199 (4:1) al 2,5% SFB.
Posterior al estimulo con rosiglitazona, las células se lavaron con PBS frio, se fijaron con
paraformaldehido al 4% en PBS por 10 min, las células se montaron sobre DAKO en
portaobjetos, para retardar el decaimiento de la fluorescencia y se observaron en un

microscopio confocal Carl Zeiss Axiovert 135.

Para los estudios de inmunofluorescencia de PPARy, los cardiomiocitos se
sembraron a una densidad de 0,1x10° células/pocillo, sobre cubreobjetos de vidrio
cubiertos de gelatina (2% p/v). Luego del estimulo, las células se lavaron con PBS frio, se
fijaron con metanol absoluto (-20°C) 30 min, y se bloquearon con BSA al 3% en PBS
durante 1 h. Posteriormente, las células se incubaron en presencia de diluciones 1:200 del

anticuerpo anti PPARy en TBS-BSA 2% durante toda la noche a 4°C. Luego se incubaron
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por 2 h a temperatura ambiente y protegidas de la luz con un anticuerpo secundario
desarrollado en cabra anti-lgG de pollo conjugado a Cy-2 (cianina-2 sulfoéxido). Finalmente,
las células se montaron sobre DAKO en portaobjetos, para retardar el decaimiento de la
fluorescencia y se observaron mediante microscopia confocal, en un microscopio Carl

Zeiss Axiovert 135. El analisis de las imagenes se realizé con el sofware Image J.
5.14. Evaluacion de la apoptosis mediante citometria de flujo

La técnica es una adaptacion de la utilizada para la cuantificacion de las poblaciones
G1, S y G2 del ciclo celular, y se basa en que las células apoptoticas condensan su
cromatina, lo que dificulta el acceso del colorante yoduro de propidio al DNA, por lo que
aparece una poblacion celular con menor fluorescencia al lado de la prominente sefal de
G1, tal como se aprecia en la Figura 7'"®.
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Figura 7. Esquema representativo del estado del estado del DNA en células sanas y
apoptéticas. Luego de que son permeabilizadas con metanol y eliminado el RNA y sus
correspondiente grafica proveniente de la citometria. Se destaca el incremento de la poblacion con
baja fluorescencia en las células apoptéticas
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Al término de cada experimento el medio de cultivo se removio y traspasé a un tubo
Falcon para citometro y a cada placa se le agregé 0,3 ml de dilucion de tripsina-EDTA 1x
en PBS (37°C) para soltar las células adheridas. Después de 5 min en el incubador, se les
agrego a las placas 0,1 ml de medio de mantencion (MM) con FBS 10% para detener la

accion de la tripsina.

Las células se traspasaron inmediatamente al tubo Falcon que contenia el medio
removido y se centrifugaron a 1500 r.p.m. por 5 min. El sobrenadante se elimind
procurando dejar un volumen tal, que cubra el pellet y se resuspendié con un pulso de
vortex de 3 seg. En este momento se les agregé 1 ml de etanol (-20°C) al tubo y se
traspaso a un tubo Eppendorf. Las muestras se guardaron a -20°C por un periodo de no
menos de 24 y, no mas, de 48 h. Luego de este tiempo, se repitio la centrifugacion a 1500
r.p.m. por 5 min y la eliminaciéon del sobrenadante pero, dejando un volumen para cubrir el
pellet y se aplicé un pulso de vortex. En esta etapa se les agregé 0,3 ml de PBS que
contiene RNAsa (0,1 mg/ml) y se dej6 a 24 °C por, al menos, 1h. Las células se
traspasaron a tubos FALCON para citdmetro en un volumen final de 0,5 ml. Finalmente, se

agrego 5 ul de yoduro de propidio (1 mg/ml) y se registré en el citdmetro por el canal FL3.

5.15. Evaluacion de la necrosis mediante citometria

La técnica se basa en que las células necréticas pierden la integridad y continuidad
de sus membranas celulares, por lo que al agregar yoduro de propidio al medio, este
ingresara con mucha facilidad lo que se aprecia en la aparicion de una poblacion celular

con un aumento evidente de la fluorescencia, tal como se aprecia en la Figura 8",

Al término de cada experimento, el medio de cultivo se removid y traspaso a un
tubo Falcon para citometria y a cada placa se le agregd 0,3 ml de dilucion de tripsina-EDTA
1x en PBS (37°C) para soltar las células adheridas. Después de 5 min en el incubador, se
les agreg6 a las placas 0,1 ml de MM con FBS 10% para detener la accion de la tripsina.
Las células se traspasaron inmediatamente al tubo Falcon que contenia el medio removido
y en un volumen final de 0,5 ml y se les agregan 5 ul de yoduro de propidio (1 mg/ml) y se

registra en el citbmetro por el canal FL3 (Figura 8).
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Figura 8. Representacion del comportamiento esperado del yoduro de propidio frente a
células con diferentes grados de permeabilidad de membrana y su correspondiente grafica
proveniente de la citometria.

5.16. Analisis del potencial mitocondrial

5.16.1. Determinacion de la caida del potencial mitocondrial mediante citometria

Para la medicion de la caida del potencial de membrana mitocondrial (A¥m)
mediante citometria de flujo se utilizo la sonda Rodamina 123 (Rho 123). Una hora antes
del término del experimento, a las células se les agregd una cantidad de Rho 123, de
manera que alcance una concentracion en pocillo de 250 uM, este tiempo es suficiente
para que la sonda alcance a la mitocondria, que de no presentar alteraciones se
concentraria en dicho organelo, presentando posteriormente, en el histograma una mayor

120
(

fluorescencia <~ (Figura 9).
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Al término del experimento, el medio de cultivo se removié y a cada placa se le
agreg6 0,3 mL de dilucion de tripsina-EDTA 1x en PBS (37°C) para soltar las células
adheridas. Después de 5 min en el incubador, a las placas se les agregé 0,1 mL de MM
con FBS 10% para detener la accion de la tripsina. Inmediatamente las células se
traspasan a tubos Falcon para citometria en un volumen final de 0,5 mL y se registra en el

citometro por el canal FL1.

e e° ° ° ° Rodamina 123 < Potencial Mitocondrial-Control 1
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Figura 9. Esquema representativo de la cuantificacion de la caida del potencial mitocondrial
mediante citometria de flujo. Luego de estimular las células con C2-ceramida 10 6 20 uM por 1 h,
con o sin inhibidores, éstas se adquieren en el citdmetro y se cuantifica el % de células con baja
fluorescencia. Como se aprecia en la figura, una mitocondria con un buen potencial mitocondrial
(-200 mV) acumula la sonda en su interior lo que se traduce en una alta fluorescencia (mitocondria e
histograma de arriba).

5.16.2. Determinacion de la caida del potencial mitocondrial mediante microscopia
confocal

Para la medicion de AW¥m, los cardiomiocitos se sembraron en cubreobjetos
redondos de 25 mm de diametro a una densidad de 1.0x10° células/placa y se mantuvieron

en un medio DME/M199 sin suero por 24 h. Pasado este tiempo, se estimularon con
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rosiglitazona 10 pyM por 24 h. Posteriormente se cargaron con 100 nM de la sonda
tetrametilrodamina (TMRM) por 20 min a 37°C, previo al término del experimento. Las
células se lavaron con medio Krebs con calcio para remover el exceso de sonda no
incorporada y luego se monté el cubreobjetos en el sistema de visualizacién microscépico
Carl Zeiss Axiovert 135. La fluorescencia de la TMRM se excita mediante un laser de
543 nm de longitud, mientras que su emisién maxima se obtiene entre 560 nm. A los 20
segundos de excitacion del fluoréforo, las células son sometidas a estrés hiperosmotico
con 600 mOsm de sorbitol (sorbitol 300 mM). La depolarizacion de la mitocondria resulté
en un descenso de la fluorescencia. El analisis de las imagenes se realizo con el sofware

Image J'?'.

5.17. Determinacion del contenido intracelular de ATP

Para estos experimentos se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos a una
concentracion de 2 x 10* células/pocillo. Finalizados los tiempos de estimulacion, se
removio el medio y se agregaron 20 pL de medio Krebs con Ca®* (145 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES-Na, 5.6 mM glucosa, pH 7.4).
Posteriormente se adicion6 el tampon de lisis del kit Cell Titer-Glo® en una relaciéon 1:1 y
finalmente se agitdé la placa durante 2 min para completar la reaccion. Finalmente, las
células lisadas se traspasaron a una placa opaca de 96 pocillos y la luminiscencia se midio

en un luminémetro TopCountNXT (Perkin-Elmer, Waltham, MA).

5.18. Estrés nutricional

El estrés nutricional se indujo mediante tres procedimientos: el primero consistio en
la privacion de suero (EN-S), el segundo en privacion de suero y glucosa (EN-G) y el
tercero por privacion de suero y aminoacidos (EN-A). Las células incubadas con medio
completo (DME/M199 4:1 + 2,5% FBS) se usaron como control. Para inducir el estrés
nutricional por privacion de glucosa y suero se utilizé el medio RPMI 1640 sin glucosa
(Tabla 2) o el medio EBSS (Tabla 3) para el estrés nutricional de privacion de suero y

aminoacidos por diferentes tiempos en presencia o ausencia de rosiglitazona.
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5.19. Representacion de datos y analisis estadistico

Dependiendo del tipo de experimento, los resultados se muestran como figuras
representativas o como promedios + SEM para el nimero de experimentos independientes
sefalados. Las diferencias entre los grupos experimentales se evaluaron por analisis de
varianza ANOVA de una o dos vias seguido de prueba de Tukey. En cada figura se sefiala

el analisis aplicado.
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Tabla 2. Composicion medio RPMI 1640 para privacion de suero/glucosa (Gibco
catalogo nimero 11879)

Composicion mg/dL Composicion mg/dL

Aminoacidos

Glicina 0.133 Pantotenato de calcio 0.000524

Arginina 1.15 Acido félico 0.00227

Asparagina 0.379 Niacinamida 0.0082

Acido aspartico 0.15 Acido para-aminobenzoico 0.0073

Cisteina 0.208 Piroxidina 0.00485

Acido glutamico 0.136 Riboflavina 0.000532

Glutamina 2.05 Tiamina 0.00297

Histidina 0.0968 Vitamina B12 0.0000037

Hidroxiprolina 0.153 Inositol 0.194

Isoleucina 0.382 Sales inorganicas

Leucina 0.382 Nitrato de calcio (Ca(NO3)2 0.424
4H20)

Lisina 0.274 Sulfato de magnesio (MgSO4) 0.407

Metionina 0.101 Cloruro de potasio (KCI) 5.33

Fenilalanina 0.0909 Bicarbonato de sodio 23.81
(NaHCO3)

Prolina 0.174 Cloruro de sodio (NaCl) 103.45

Serina 0.286 Fosfato dibasico de sodio 5.64
(NaHPO4-7H,0)

Treonina 0.168 Otros componentes

Triptofano 0.0245 Glutation (reducido) 0.00326

Tirosina 0.111 Rojo fenol 0.0133

L-Valina 0.171

Vitaminas

Biotina 0.00082

Colina 0.0214
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Tabla 3. Composicion medio EBSS para privacion de suero/aminoacidos (SIGMA

catalogo numero E2888)

Componentes g/L
CaCly2H,0 0,265
MgSO, 0,09767
KCI 0,4
NaHCO; 2,2
NaCl 6,8
NaH,PO, 0,122
Glucosa 1

Rojo Fenol
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6. RESULTADOS

6.1. Presencia de PPARYy en el cardiomiocito

Como primer objetivo en la presente tesis, se determino la presencia de PPARy en
cardiomiocitos de ratas neonatas. La Figura 10A muestra mediante Western blot la
presencia de PPARy en cardiomiocitos, la que es mayor en las células estimuladas con

rosiglitazona tal como se describe en la literatura®'?'"°,

La presencia de PPARyse
corroboré mediante microscopia de fluorescencia (Fig. 10B) en los que se observo la
presencia de PPARy en cardiomiocitos en estado basal (tratados con DMSO 0,01%) y

estimulados por 24h con rosiglitazona 10 uM.

A Rosiglitazona (uM)
0 5 10
- - ! <— PPARYy
- -— S < [-actina

Rosi 10 pM DMSO 0,01% DMSO 0,01%

DMSO 0.01%

Figura 10: Expresion de PPARYy en el cardiomiocito. (A) PPARy se determind por Western blot de
extracto total de cardiomiocitos estimulados por 24 h con DMSO 0,01% o con rosiglitazona 5 y
10 uM. Se utilizé anticuerpo anti-PPARYy (1:2500) y anti B-actina como control de carga (1:5.000). (B)
Microscopia confocal de PPARy en cardiomiocitos estimulados por 24 h con DMSO 0,01% (a) o con
Rosiglitazona (Rosi, 10 uM; b). Como control se realizé una inmunofluorescencia sin anticuerpo 1™
(c). (d) Deteccion de luz transmitida del mismo campo observado en (c). Barra: 20 pym.
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6.2. Actividad de PPARY en el cardiomiocito

Una vez confirmada su presencia, se determin6 si PPARy era transcripcionalmente
activo en el cardiomiocito. Para este fin, las células se transfectaron con el plasmidio
reportero para PPAR, que contiene el elemento de respuesta (PPRE) del promotor de la
acil-CoA oxidasa (ACOX; PPREpcoxs-Tk-Luc) que responde tanto a PPARa y PPARy™.
Posteriormente se estimularon con rosiglitazona 10 uM. La transfeccion de 1 pg de
plasmidio fue suficiente para observar un efecto significativo en la actividad transcripcional
de PPARy al estimularlo con 10 uM de rosiglitazona (Fig. 11A-B). Lo mismo ocurri6 al
estimular con 100 uM del agonista de PPARa gemfibrozilo (Fig. 11C). Como control de la
transfeccion, se utilizé el plasmidio que carece de la secuencia PPRE (Fig. 11D). Estos
resultados indican que tanto PPARa como PPARYy son transcripcionalmente activos en el

cardiomiocito de rata neonata, al estimularlos con sus agonistas respectivos.

6.3. Efecto de rosiglitazona y gemfibrozilo en la viabilidad del cardiomiocito

Para determinar si PPARYy tiene algun efecto en la muerte del cardiomiocito, estas
células se trataron con rosiglitazona 10 uM, por un periodo de 18 a 80 h. Los resultados
obtenidos por incorporacién de azul tripan indicaron que rosiglitazona no indujo muerte en
estas células durante los tiempos observados (Fig 12A). Los mismos resultados se
obtuvieron mediante MTT (resultados no mostrados). Al estimular por 24 h con distintas
concentraciones de rosiglitazona (1-100 uM) tampoco se observo un efecto en la viabilidad
del cardiomiocito (Fig. 12B-C).

Al analizar los efectos del tratamiento con gemfibrozilo en la viabilidad del
cardiomiocito, se observo los mismos resultados que con rosiglitazona. Tratamientos con
gemfibrozilo 100 uM entre 18 y 80 h no afectaron significativamente la viabilidad del
cardiomiocito (Fig. 13A). Lo mismo se observé al estimular con concentraciones de 1 a
100 uM, por 24 h (Fig. 13B-C). Sin embargo, altas concentraciones (1 mM) disminuyeron la
viabilidad en un 55%, efecto debido principalmente a la alta concentracion del vehiculo
usado (DMSO 1%).
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Figura 11. Actividad de PPARy y PPARa en el cardiomiocito. (A) Cardiomiocitos se transfectaron
con 0,25; 0,5; 1 y 1,5 pug de plasmidio PPRE-(AOX)s-Tk-fLuc y con 100 ng de plasmidio Tk-rLuc
como control de transfeccion. Las células se estimularon con Rosi (10 mM) o con DMSO 0,01%
como vehiculo. (B) Cuantificacién de la actividad luciferasa obtenida en (A) relativizada al control con
DMSO 0,01%. (C) Actividad luciferasa en cardiomiocitos transfectados con 1,0 pg de plasmidio
PPRE-(AOX),-Tk-fLuc y estimulados con Rosi 10 uM o con Gemfibrozilo (Gem, 100 mM) por 24 h.
(D) Actividad luciferasa en cardiomiocitos transfectados con el plasmidio PPRE-(AOX),-Tk-fLuc o con
el plasmidio vacio Tk-fLuc y estimulados con Rosi (1-20 uM) por 24 h. Los graficos muestran la razén
entre las actividades relativas de luciferasa (RLU) de firefly y renilla, normalizados respecto al control
(DMSO 0,01% para Rosi y DMSO 0,1% para Gem). Los valores graficados corresponden al
promedio de las RLU respecto al control = DE. &&p<0,01 vs DMSO 0,01%-1 mg DNA; *p<0,05;
***n<0,001 vs DMSO; #p<0,05; ##p<0,001 vs Tk-fluc, por analisis de ANOVA. n= 3-6 en triplicado.
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Figura 12: Efecto de rosiglitazona sobre la viabilidad del cardiomiocito. Cardiomiocitos (100,000
células/cm?) se trataron con rosiglitazona 1-100 uM, utilizando DMSO 0,01% como vehiculo, por
distintos tiempos. (A) Imagenes representativas de cardiomiocitos tratados con DMSO 0,01% y con
rosiglitazona 1, 10 y 100 uM por 24 h. (B) La viabilidad del cardiomiocito tratado rosiglitazona (Rosi,
10 uM) o DMSO 0,01% como vehiculo, se determiné a los tiempos indicados. (C) Viabilidad del
cardiomiocito estimulado con rosiglitazona (1-100 uM) por 24 h. La viabilidad se determin6 por el
método de exclusién del azul tripan. Los valores corresponden al promedio de los porcentajes de
viabilidad respecto al control + DE (n= 3-4, en triplicado)

50



3

/ . ’ : . o &
DMSO 0.1%"* Gem 10 uM Gem 100 uM Gem 1000 uM
- c
1257 1507
- 2 1004 ° £
L] <
£ Eiofpmy | =
sw 2%
S o S o
> 5 50 " S * X
3 22 501
X9 25 -o- owsooorx ®8
e -@- Gem 100pM 3
v T T T T o L] L] L] L L]
0 20 40 60 80 0 1 10 100 1000
Horas Gemfibrozilo [uM]

Figura 13: Efecto de gemfibrozilo sobre la viabilidad del cardiomiocito. Cardiomiocitos (100,000
células/cm?) se estimularon con gemfibrozilo 1-1000 uM, utilizando DMSO 0,1 y 1% como vehiculo,
por distintos tiempos. (A) Imagenes representativas de cardiomiocitos tratados con DMSO 0,1y 1% y
con gemfibrozilo (Gem) 10, 100 y 1000 uM por 24 h. (B) Viabilidad del cardiomiocito estimulados
gemfibrozilo (Gem, 100 uM) o DMSO 0,1% como vehiculo, a los tiempos indicados. (C) Viabilidad del
cardiomiocito estimulado con gemfibrozilo (1-1000 puM) por 24 h. Los valores corresponden al
promedio de los porcentajes de viabilidad respecto al control + DE (n= 3). Los valores corresponden
al promedio de los porcentajes de viabilidad respecto al control + DE (n= 3, en triplicado). *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,01 vs. control; *p <0,05 vs DMSO 1 mM, por ANOVA.
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6.4. Formacion de vesiculas autofagicas en cardiomiocitos estimulados con

rosiglitazona

La autofagia es un proceso vital en el corazén. Se ha descrito que participa en la
remocion de componentes citosoélicos disfuncionales y sirve como una fuente de energia
durante periodos de privacién de nutrientes'®*'?*. Durante el inicio de la autofagia la
proteina citosdlica LC3 es procesada para formar LC3-ll la que es luego reclutada a la
membrana del autofagosoma (fig. 14)'?*'?°. La transfeccion transitoria de la proteina de
fusion GFP-LC3 permite la deteccidon de autofagosomas, los cuales aparecen como

particulas puntuales que pueden ser detectadas por microscopia de fluorescencia.

Trabajos previos de nuestro Laboratorio han mostrado que la privacion de glucosa,
aminoacidos o suero generan caracteristicas morfoldgicas tipicas de autofagia, evaluadas
por microscopia electronica’®. En el presente trabajo, para evaluar la autofagia, se realizé
la transduccion de cardiomiocitos con un adenovirus que sobreexpresa la proteina GFP-
LC3. Los resultados obtenidos mostraron que la privacion de suero por 24h aumenté el
numero de células autofagicas en un 44% comparado con células mantenidas en 10% de
suero mientras que la estimulacién con rapamicina 0,1 uM, utilizado como clasico inductor

de la autofagia, aumento el numero de células autofagicas en un 58% (Fig. 15).

Recientemente se ha descrito que la activacion de PPARy estd asociada a un
aumento en la induccion de autofagia en higado y en células de neuroblastoma'™®'"®. En el
presente trabajo se investigd si rosiglitazona inducia autofagia en cardiomiocitos
transducidos con el adenovirus LC3-GFP. La estimulacién con rosiglitazona 10 uM por 24 h
incrementd el numero de células autofagicas en un 26% comparado al control (8,8%).
Rapamicina 0,1 pM aumenté en un 62% el ndmero de células autofagicas, siendo
significativamente mayor al producido por rosiglitazona. Este efecto no se observé al utilizar
una concentracion de rosiglitazona 1 uM (Fig. 16A-B). Al analizar el procesamiento de
LC3-GFP por Western blot se obtuvo un resultado similar, observandose que rosiglitazona
s6lo a una concentracién 10 uM produjo un aumento en la razén LC3-1l/LC3-I comparado
con el control (Fig. 16C-D). Rapamicina 0,1 uM también aumento la razén LC3-1I/LC3-I, sin

embargo dicho aumento no fue significativamente mayor que el producido por rosiglitazona.

52



Debido a que esta diferencia se puede deber a la alta expresion de la proteina GFP,
se analizd el procesamiento de LC3 endogeno en cardiomiocitos. Al estimular con
rosiglitazona 10 uM por 24 h se observé un aumento significativo en los niveles de LC3-II
de 2,3 veces mientras que la estimulacion con rapamicina 0,1 uM aumento 3,2 veces
(Fig. 17). De estos resultados se concluye que rosiglitazona indujo el procesamiento de
LC3 de manera significativa y que esta estimuluacion no es significativamente distinta a la

inducida por rapamicina.
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Figura 14: Induccién y formacién de la vacuola autofagica durante la privaciéon de nutrientes.
(A) Durante la privacion de nutrientes y la privacion de factores de crecimiento, se gatilla el proceso
autofagico, una estructura membranosa denominada membrana de aislamiento rodea una porcion de
citoplasma y organelos, posteriormente se forma el autofagosoma de doble membrana que se
fusiona con el lisosoma para dar origen al autolisosoma degradando todo su contenido, incluido la
proteina LC3. (B) La participacion de la proteina LC3-GFP en la formacién del autofagosoma
comienza con su procesamiento el que es catalizado por Atg4. La forma resultante se conoce como
LC3-l que reside principalmente en el citosol. La proteina Atg7 activa a LC3-l y la transfiere a la
proteina Atg3, que finalmente conjuga a LC3-lI con fosfatidiletanolamina (PE). EI producto final
conocido como LC3-II se asocia al precursor de membrana y, a diferencia de Atg12-Atg5 permanece
unido a la membrana después de haberse completado la formacién del autofagosoma, por lo que la
cantidad de LC3-Il se correlaciona con el numero de autofagosomas. Sin embargo, una vez que el
autofagosoma se fusiona con el lisosoma para dar origen al autolisosoma degrada todo su
contenido, incluido la proteina LC3-GFP, proteina asociada a microtibulos de cadena liviana 3
fusionada con GFP.
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Figura 15. Estandarizacion del método. Formacion de vesiculas autofagicas en cardiomiocitos
transducidos con el adenovirus LC3-GFP y privados de suero. Los cardiomiocitos se transdujeron
con el adenovirus LC3-GFP (MOI: 30) por 2 h y luego se mantuvieron en MM + 5% de SFB por
18-24 h. Pasado este tiempo, el medio se reemplazé por MM que contenia 10, 5, 2,5 o0 0% de SFB.
Como control positivo de formacion de vesiculas se utilizé rapamicina 0,1 mM. (A) Imagenes de
microscopia confocal. Las flechas indican vesiculas autofagicas (B) Cuantificacién del porcentaje de
células que presentan vesiculas autofagicas después de 24 h. Los valores mostrados corresponden
al promedio de este porcentaje £ DE (n= 3 en triplicado). ***p<0,001 por analisis de ANOVA. Barra:
20 mm.
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Figura 16: Rosiglitazona induce la formacion de vesiculas autofagicas en el cardiomiocito. Las
células se transdujeron con el adenovirus LC3-GFP (MOI:30) por 2 h, luego se mantuvieron en
MM + 5% de SFB por 18 -24 h. Pasado este tiempo, el medio se reemplazé por MM + 2,5% SFB
que contenia DMSO 0,01%; rosiglitazona (Rosi; 1 6 10 uM), o rapamicina (Rapa; 0,1 uM) como
control positivo por 24 h. (A) Imagenes de microscopia confocal. (B) Cuantificacion del porcentaje de
células que presentan vesiculas autofagicas después de 24 h. Los valores mostrados corresponden
al promedio de este porcentaje + SD. (n= 3 en triplicado). C) Western blot para LC3-GFP en
cardiomiocitos transducidos. Se utilizé anticuerpo anti-GFP (1:10.000) (D) Cuantificaciéon de la razén
de LC3 1l / LC3 | en cardiomiocitos. Los valores graficados corresponden al promedio + DE ( n= 3).
*p<0,05, ***p<0,001 vs control por analisis de ANOVA. Barra 20 mm.
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Figura 17: Procesamiento de LC3 enddgeno por rosiglitazona en cardiomiocitos. (A) Western
blot para LC-3 B. Cardiomiocitos se estimularon con rosiglitazona 10 pM o rapamicina 0,1 uM
utilizando DMSO 0,01% como vehiculo, por 24 h. Se utilizé anticuerpo anti-LC3B (1:1000) y
anti beta-actina como control de carga (1:5.000). (B) Cuantificacion del incremento de LC3 Il en
cardiomiocitos. Los valores graficados corresponden al promedio + SD. (n= 5). *p<0,05 **p<0,01 vs
control.
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6.5. La formacion de vesiculas autofagicas inducida por rosiglitazona es un efecto

rapido en el cardiomiocito

Al analizar el curso temporal del efecto de rosiglitazona en la formacion de
vesiculas autofagicas, se observo que a las 2 h de estimulo tanto rosiglitazona 10 uM como
rapamicina 0,1 uM generaron un aumento significativo (Fig. 18A). Sin embargo, el efecto de
rosiglitazona desapareci6 a las 8 h, para luego a las 24 h volver a aumentar
significativamente respecto al control. A las 24 h incluso con rosiglitazona 5 uM hubo un
aumento significativo (Fig. 18A). Al confirmar estos resultados mediante el procesamiento
de LC3 enddgeno, se observo que a las 2 h rosiglitazona (5 y 10 uM) y rapamicina (0,1 uM)
aumentaron significativamente los niveles de LC3Il respecto al control. Similar a lo
observado mediante microscopia, a las 8 h de estimulo no se observaron diferencias
significativas, sin embargo, luego de 24 h se volvid a observar un aumento significativo con

rosiglitazona 10 uM y rapamicina 0,1 uM (Fig. 18B-C).
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Figura 18: Evaluaciéon temporal de la induccién de autofagia en cardiomiocitos. Las células se
estimularon con rosiglitazona 5 y 10 uM o rapamicina 0,1 mM, utilizando DMSO 0,01% como
vehiculo, por 2, 8 y 24 h. (A) Cuantificacién del porcentaje de células autofagicas en cardiomiocitos
transducidos con el adenovirus LC3-GFP. El grafico muestra la cuantificacion del porcentaje de
células que presentan vesiculas autofagicas después del tiempo senalado. (B) Western blot para
LC-3 B. Se utilizé anticuerpo anti-LC3B (1:1000) y anti beta-actina como control de carga (1:5000).
(C) Cuantificacion del incremento de LC3 Il en cardiomiocitos después de ser estimulados por el
tiempo sefalado. Los valores graficados corresponden al promedio + SD. n= *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001 vs DMSO 0,01% por analisis de ANOVA. (n= 3-5)
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6.6. Degradacion de LC3-GFP en cardiomiocitos estimulados con rosiglitazona

Producto de la fusion entre el lisosoma y el autofagosoma, el contenido de este
ultimo, incluyendo LC3 es degradado (Fig. 14). Shvets y cols. aprovechando este evento,
mediante citometria de flujo mostraron que la intensidad de la fluorescencia de GFP-LC3
se reducia durante la induccién de autofagia por rapamicina de manera dependiente del
tiempo'"’. Shvets y cols. mostraron ademas que la degradacion de GFP-LC3 es inhibida
por 3-metiladenina (3-MA), un inhibidor de la autofagia''®. Siguiendo la misma metodologia,
se estudio si rosiglitazona aumentaba la degradacion de GFP-LC3. La Figura 19A muestra
que rapamicina 0,1 uM disminuyo la intensidad de fluorescencia en cardiomiocitos
transducidos con el adenovirus GFP-LC3 a las 24 h de estimulo. Sin embargo, este efecto
no se observé a las 2 u 8 h ni tampoco en respuesta a rosiglitazona 10 uM en ninguno de
los tiempos observados (Fig. 19B-D). La 3-MA no modificé la degradacion de GFP-LC3 a
las 2h de tratamiento (Fig. 19B), pero a las 8 h incrementd significativamente la
fluorescencia en los cardiomiocitos controles y de los estimulados con rosiglitazona 10 puM,
lo que da cuenta de la inhibicién del proceso de degradacion de LC3 (Fig. 19C). Si bien en
las células tratadas con rapamicina 0,1 uM por 8 h no hubo induccién significativa de la
degradaciéon de GFP-LC3, tampoco aumenté la fluorescencia al adicionar 3-MA como en el
caso control, lo que nos sugiere un amento en el proceso de autofagia pero no en la
degradacion (Fig. 19C). Esto se corrobord con el resultado obtenido a las 24 h pues hubo
una disminucién significativa de la degradacion de GFP-LC3 en cardiomiocitos tratados con
rapamicina 0,1 uM mas 3-MA, pero que es significativamente menor al obtenido en los

cardiomiocitos sélo con 3-MA (Fig. 19D).

Para determinar si rosiglitazona modula la degradacion de GFP-LC3 inducida por
rapamicina, se trataron cardiomiocitos con ambos compuestos. Los resultados obtenidos
muestran que rosiglitazona 10 uM no afecté la accion de rapamicina en presencia o

ausencia de 3-MA en ningun tiempo ensayado (Fig. 19B-D).
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Figura 19: Degradacion de LC3-GFP en los cardiomiocitos. Las células se transdujeron con el
adenovirus LC3-GFP por 24 h y posteriormente se estimularon con rosiglitazona 10 uM, rapamicina
0,1 mM 6 3-MA 10 mM, utilizando DMSO 0,01% como vehiculo, por 2, 8 y 24 h. (A) Cuantificacion de
la fluorescencia en unidades relativas de LC3-GFP e histograma de la flueorescencia relativa versus
nimero de células, en cardiomiocitos tratados con rapamicina 0,1 mM. (B-D) Cuantificacion de la
fluorescencia en unidades relativas en cardiomiocitos transducidos con el adenovirus LC3-GFP y
estimulados por 2 (B), 8 (C) o 24 h (D). Los valores graficados corresponden al promedio + SD.
N = *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001 vs DMSO 0,01% por analisis de ANOVA. (n= 3-5)
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6.7. Efecto de la inhibicion de la autofagia en la viabilidad del cardiomiocito

tratado con rosiglitazona

Los resultados de la primera parte de esta tesis mostraron que rosiglitzona no
afecta la viabilidad del cardiomiocito. Sin embargo, debido a los antecedentes de la
literatura y de nuestro Laboratorio que sefalan que la autofagia podria ser tanto un
mecanismo de muerte como de sobrevida celular, se investigo los efectos de rosiglitazona
en la viabilidad de los cardiomiocitos cuando estaba inhibida su autofagia. Para este
objetivo, se determind la viabilidad mediante incorporacién de yoduro de propidio en
cardiomiocitos tratados con rosiglitazona 10 uM, rapamicina 0,1 uM o rosiglitazona mas
rapamicina en presencia o ausencia de 3-MA, a las 2 y 24 h (Fig. 20). Los resultados
muestran que solo el tratamiento con 3-MA indujo la muerte celular de manera significativa
a las 24 h de tratamiento (Fig. 20C), consistente con los antecedentes antes descritos que
sugieren a la autofagia como un mecanismo de sobrevida del cardiomiocito. Sin embargo,
como se ha descrito anteriormente, rosiglitazona no afecté la viabilidad del cardiomiocito ni

tampoco la previno en presencia de 3-MA.

6.8. Produccion de ATP en cardiomiocitos estimulados con rosiglitazona

Nuestro Laboratorio ha mostrado el papel de la autofagia en la mantencion de los
niveles de ATP’®. Debido a esto se investigd si la induccién de autofagia mediada por
rosiglitazona se relaciona con variaciones en los niveles de ATP en el cardiomiocito. Los
resultados mostraron que rosiglitazona 10 uM o rapamicina 0,1 uM no modificaron

significativamente los niveles de ATP en el cardiomiocito a los tiempos evaluados (Fig. 21).
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Figura 20: Efecto de 3-MA en la viabilidad del cardiomiocito. Cardiomiocitos (100,000
células/cm?) se estimularon con rosiglitazona 10 uM, rapamicina 0,1 mM ¢ 3-MA 10 mM, utilizando
DMSO 0,01% como vehiculo, por 2 (A) y 24 h (B). El porcentaje de células muertas se determin6
mediante incorporacion de Pl en cardiomiocitos no permeabilizados y detectados por citometria de
flujo. Los valores corresponden al promedio de los porcentajes de células muertas + DS (n=3 en
duplicado). ***p<0,001 vs control por ANOVA.
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Figura 21: Produccion de ATP en cardiomiocitos tratados con rosiglitazona o rapamicina.
Cardiomiocitos se estimularon con rosiglitazona 10 uM o rapamicina 0,1 mM utilizando DMSO 0,01%
como vehiculo, por 2, 8 y 24h. La cantidad de ATP se determind por una reaccién
quimioluminiscente, utilizando el kit celltiter-Glo
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6.9. Efecto de rosiglitazona en la muerte del cardiomiocito inducida por estrés

nutricional (privacién de nutrientes)

Nuestro grupo ha mostrado que el estrés nutricional por privacion de nutrientes
disminuye la viabilidad del cardiomiocito, lo que se ha relacionado con la induccién de
autofagia76. Ademas, la inhibicién de esta mediante 3-MA ha demostrado disminuir aun
mas la viabilidad celular, lo que se sugiere que la autofagia es un mecanismo protector
frente estos estimulos. Como se ha demostrado anteriormente, rosiglitazona induce la
formacion de vesiculas autofagicas, por lo que se estudié cual era su efecto frente al estrés
nutricional. Con este proposito, cardiomiocitos se estimularon con rosiglitazona 10 uM por
24 h y posteriormente se mantuvieron en tres condiciones de estrés nutricional: i) por
privacion de suero (EM-S); ii) por privacion de glucosa (EN-Glu); y iii) por privacion de
aminoacidos (EN-Aa). La viabilidad se comparé frente a una situacién control con medio
completo (MC; 2,5% SFB). Como se observa en la Figura 22, |la privacion de nutrientes
aumento significativamente la muerte de los cardiomiocitos, efecto que no fue prevenido
por rosiglitazona 10 uM ni tampoco por rapamicina 0,1 uM o por el tratamiento conjunto de

rosiglitazona y rapamicina (Fig. 23).

6.10. Efecto de la privacion de nutrientes sobre la actividad de PPARY.

Con el fin de poder aproximarse a determinar el vinculo que pudiera existir entre la
activacion de PPARYy y la autofagia, se investigd si la privacion de nutrientes modula la
actividad de este PPAR. Al comparar la actividad de luciferasa en cardiomiocitos
transfectados con el plasmidio reportero de PPAR, y sometidos a privacion de nutrientes,
se observo que esta actividad no se modificd en cardiomiocitos privados de aminoacidos
(EN-Aa). Sin embargo, la actividad luciferasa fue significativamente mayor en los
cardiomiocitos privados de aminodacidos y tratados con rosiglitazona 10 uM que aquellos
cultivados en medio completo (MM + 2,5% SFB) (Fig. 24A). Los cardiomiocitos mantenidos
en medio privados de glucosa (EN-Glu) en ausencia de rosiglitazona no muestran
diferencias con los mantenidos en medio completo, o que tampoco cambié de manera
significativa en presencia de rosiglitazona. Estos resultados indicarian una inhibicion de la

actividad de PPARy en un medio privado de glucosa, sin embargo, al normalizar la
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actividad de PPARy por cada situacion control independientemente, rosiglitazona indujo
significativamente la actividad de PPARy (Fig. 24B) en cada uno de las condiciones de

igual manera.
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Figura 22: Efecto del estrés nutricional por privaciéon de suero, glucosa y aminoacidos en la
viabilidad del cardiomiocito. Las células se estimularon con rosiglitazona 10 pM, rapamicina
0,1 mM o ambos estimulos, utilizando DMSO 0,01% como vehiculo, en medios completo (MC;
MM+ 2,5% SFB), medio sin suero (EM-S), medio sin glucosa (EM-Glu) y medio sin aminoacidos
(EM--Aa). El porcentaje de células muertas se determind mediante incorporacion de Pl en
cardiomiocitos no permeabilizados y detectados por citometria de flujo. Los valores corresponden al
promedio de los porcentajes de células muertas + DS (n=3 en duplicado). *p<0,01, ***p<0,001 vs
DMSO MC por ANOVA
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Figura 23: Efecto de rosiglitazona sobre el estrés nutricional por privacion de suero, glucosa y
aminoacidos en la viabilidad del cardiomiocito. Las células se estimularon con rosiglitazona
10 uM, rapamicina 0,1 mM o ambos estimulos, utilizando DMSO 0,01% como vehiculo, en medios
completo (MC; MM+ 2,5% SFB), (A); medio sin suero (MM; EN-S) (B); medio sin glucosa (RPMI;
EN-Gluc) (C); y medio sin aminoacidos (EBSS; EN-Aa) (D). El porcentaje de células muertas se
determiné mediante incorporacion de Pl en cardiomiocitos no permeabilizados y detectados por
citometria de flujo. Los valores corresponden al promedio de los porcentajes de células muertas + DS
(n=3 en duplicado). **p<0,01, ***p<0,001 vs DMSO MC por ANOVA.
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Figura 24: Efecto del estrés nutricional por privacion de nutrientes en la actividad de PPARy
en el cardiomiocito. Las células se transfectaron con 1 ug de plasmidio PPRE(AOX)3-Tk-fLuc con
100 ng de plasmidio Tk-rLuc como control de transfeccion. Las células se mantuvieron en medios
MM + 2,5% SFB, en medio sin aminoacidos (EBSS: EN-Aa) o en medio sin glucosa (RPMI: EN-Glu)
y estimuladas con DMSO 0,01% o rosiglitazona 10 uM por 24 h. El grafico (A) muestra la razén entre
las actividades de luciferasa (RLU) de firefly vy renilla, normalizados respecto al control con
MM + 2,5% SFB. El grafico (B) muestra la razén entre las actividades de luciferasa de cada grupo
normalizados respecto a su respectivo control con DMSO 0,01%. Los valores mostrados
corresponden al promedio de la actividad de luciferasa respecto al control + SD. **p<0,01,
***p<0,001 vs DMSO 0,01%; #p<0,05 vs MM+5%SFB + rosiglitazona, por analisis de ANOVA. n= 3
en triplicado.
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6.11. Efecto de rosiglitazona en la muerte del cardiomiocito inducida por estrés

hiperosmético.

Nuestro laboratorio ha mostrado que el estrés hiperosmatico induce la muerte en el

cardiomiocito de forma rapida y potente®**°

, efecto que es prevenido con el pretratamiento
con IGF-1% . De acuerdo con estos antecedentes, se determind si la activacién de PPARy
con el ligando rosiglitazona tenia algun efecto en la muerte del cardiomiocito inducida por el
estrés hiperosmético. Los resultados muestran que Rosiglitazona 10 uM no previno la
muerte del cardiomiocito, distinto a lo observado con el pretratamiento con IGF-1 10 nM
(Fig. 25 A, Fig. anexo 1). Estos resultados contrastan con los antecedentes recientes que
muestran la participacién de PPARy en la modulacién de la apoptosis cardiomiocitos'?" "%,
Con el proposito de dilucidar si PPARy modula la apoptosis se analizé este proceso
mediante la incorporacion de yoduro de propidio en células fijadas y permeabilizadas con
metanol y se evalué la poblacién Sub-G1, indicativo de la condensacion del DNA. Similar a
lo obtenido anteriormente por nuestro laboratorio, se observé que la exposicion por 8 h a
estrés hiperosmoético i aumenté significativamente la apoptosis, efecto que no fue
prevenido por rosiglitazona (Fig. 25 B). Estos resultados fueron ademas corroborados por
la determinacion de caida de potencial mitocondrial de cardiomiocitos mediante
microscopia confocal, tal como se ha descrito en nuestro Laboratorio''. La Figura 25C
muestra que el estrés hiperosmoético produjo una rapida caida de la fluorescencia relativa
de la tetrametilrodamina (TMRM) comparado con las células sin estimular. El tratamiento
previo por 24 h con rosiglitazona 10 uM no afecté la caida de potencial mitocondrial
inducida por el estrés hiperosmotico. Similares resultados se obtienen al analizar la caida
de la fluorescencia relativa mediante citometria de flujo (Fig. 29B-C). Al determinar el efecto

sobre la necrosis del cardiomiocito, se obtienen los mismos resultados (Fig. Anexo 6)
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Figura 25: Efecto del pretratamiento con rosiglitazona sobre la muerte del cardiomiocito
inducida por estrés hiperosmético. (A) Cardiomiocitos se trataron por 24 h con Rosi (10 uM) o con
IGF-1 (10 nM ) por 30 min. y posteriormente expuestos a 600 mOsm por 8 h. La viabilidad se
determiné por incorporacion de yoduro de propidio al DNA en células no permeabilizadas y se
cuantifico por citometria de flujo. (B). Las células se trataron por 24 h con Rosi (10 uM) y
posteriormente expuestas a 600 mOsm por 8 h. La fragmentaciéon del DNA se determind por
incorporacion del yoduro de propidio (Pl) en células permeabilizadas por citometria de flujo. Los
valores corresponden al promedio de los porcentajes de células muertas + DS (n=3 en duplicado).
*P<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs control por ANOVA. (C) El decaimiento del potencial de membrana
mitocondrial (A¥m) se determind en cardiomiocitos tratados con Rosi (10 mM) por 24 h y luego
cargados con tetrametilrodamina (TMRM). (A) Fluorescencia determinada por microscopia confocal.
Las células se estimularon con sorbitol 600 mOsm, adicionado al tiempo indicado (primera flecha) y
por los tiempos indicados. CCCP: carbonil cianida-m-clorofenilhidrazona.
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6.12. Efecto del estrés hiperosmético sobre la actividad de PPARYy.

Los resultados mostrados hasta ahora indican que PPARy esta presente en el
cardiomiocito y que es transcripcionalmente activo al ser estimulado con rosiglitazona. Sin
embargo, la activacién de PPARy carece de un efecto protector en cardiomiocitos
sometidos a estrés hiperosmaotico ya que no previene la muerte por apoptosis 0 necrosis en
estas células. A fin de determinar si la actividad de PPARYy podria ser afectada por el estrés
hiperosmético, los cardiomiocitos se transfectaron con el plasmidio reportero para PPAR, y
posteriormente estimulados con rosiglitazona 10 uM. Los resultados muestran que la
actividad basal de PPARYy no se modificé en los cardiomiocitos expuestos a 4 h de estrés
hiperosmético. Sin embargo, la actividad de PPARy se inhibié en los cardiomiocitos pre-
estimulados con rosiglitazona por 24 h y luego expuestos por 4 h a estrés hiperosmatico al

ser comparada con el control (Fig. 26).
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Figura 26: Actividad de PPARy en cardiomiocitos expuestos a estrés hiperosmético.
Cardiomiocitos se transfectaron con 1 ug de plasmidio PP RE-(AOX)s-Tk-fLuc y con 100 ng de
plasmidio Tk-rLuc como control de transfeccion. Las células se trataron con Rosi (10 mM) o con
DMSO 0,01% como vehiculo por 24 h y posteriormente expuestas a estrés hiperosmético
(600 mOsm) por 4 h. El grafico muestra la razén entre las actividades relativas de luciferasa (RLU)
de firefly y renilla, normalizados respecto al control (DMSO 0,01% para Rosi). Los valores graficados
corresponden al promedio de las RLU respecto al control + DE. *p<0,05 vs DMSO por analisis de
ANOVA. n= 3 en triplicado
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6.13. Efecto de rosiglitazona sobre la viabilidad del cardiomiocito sometido a

isquemia y reperfusion

La isquemia (1) del miocardio genera una muerte celular extensa por hipoxia y por
falta de nutrientes y de factores protectores presentes en la sangre. En la reperfusion (R),
proceso que sigue a la isquemia, diversos metabolitos se acumulan en el medio externo
generando un ambiente extracelular hiperosmético similar a lo que ocurre en el coma
diabético y sepsis. Existe evidencia que indica que los distintos componentes de la I/R
(hipoxia, privacion de glucosa y estrés hiperosmotico) causan apoptosis del
cardiomiocito®'*"32 Ademas se ha descrito que durante la isquemia existe induccion de
la autofagia y que ésta podria modular la viabilidad del cardiomiocito'*®. Por otra parte, en
distintos modelos de infarto al miocardio y de isquemia in vivo se ha observado que la
expresion y actividad de los PPARs disminuyen y que los ligandos de PPARa y PPARY,
disminuyen el area infartada y el dafio producido por los eventos de I/R en el corazon'*.
Basandose en los antecedentes mencionados, se estudié el efecto de rosiglitazona en
cardiomiocitos expuestos a isquemia-reperfusion simulada, para lo cual fue necesario

estandarizar las condiciones de isquemia y reperfusion en nuestro laboratorio.

De resultados obtenidos en nuestro laboratorio se determiné que 6 h de isquemia
disminuye significativamente la viabilidad del cardiomiocito (Fig. Anexo 7 ). Para investigar
si rosiglitazona afecta la viabilidad de los cardiomiocitos sometidos a isquemia y
reperfusion simulada, las células se pretrataron por 24 h con rosiglitazona 5, 10 y 20 uM,
seguido de 6 h de isquemia y 4 h de reperfusion. La Figura 27 muestra que a las
concentraciones probadas, rosiglitazona no ejerce ningun efecto significativo sobre la

viabilidad del cardiomiocito sometidos a isquemia y reperfusion.
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Figura 27: Efecto de rosiglitazona sobre la viabilidad del cardiomiocito sometido a isquemia y
reperfusion. Cardiomiocitos se privaron de suero por 24 h, posteriormente se pretrataron por 24 h
con Rosiglitazona 5, 10 y 20 mM seguido de 6 h de isquemia y 4 h de reperfusién. La determinacion
del porcentaje de células muertas se obtuvo al cuantificar las células permeables al azul tripan. Los
valores corresponden al promedio de los porcentajes de células muertas + DS (en triplicado).
*p<0,01 vs control por ANOVA.
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7. DISCUSION

La resistencia a insulina se ha considerado como el principal factor de las
perturbaciones metabdlicas que predispone al paciente a hipertension arterial,
hiperlipidemia, aterosclerosis prematura, hipertrofia ventricular y disfuncion endotelial®.
Ademas de ser un poderoso factor de riesgo cardiovascular, la resistencia a insulina se
relaciona estrechamente con la disfuncion e insuficiencia cardiaca®. Las tiazolidinedionas
son farmacos que aumentan la sensibilidad a la insulina mejorando los componentes de la
resistencia a la insulina en pacientes con sindrome metabolico?. La rosiglitazona, una TZD
aprobada por la FDA en 1999 para el tratamiento de la hiperglicemia, ha demostrado ser
eficiente en la reduccion de los niveles de la glicemia y de hemoglobina glicosilada, asi
como también en el aumento de las HDL y disminucion de triglicéridos y de la hipertension

arterial®®.

Sin embargo, recientemente algunos estudios han revelado que rosiglitazona
(Avandia®) incrementa el riesgo de infarto al miocardio y el riesgo de muerte por causas
cardiovasculares en pacientes diabéticos’, generando gran controversia respecto a los

efectos positivos 0 negativos de las TZD sobre la funcién miocardica.

Rosiglitazona es un agonista de PPARy y sus efectos protectores'’2829:33:34.135

7,18,19,136,137

y
deletéreos a nivel cardiaco han sido determinados tanto en humanos como en
animales de experimentacion. Sin embargo, aun no estan claros los mecanismos por los
que los agonistas de PPARy podrian ejercer estas contrapuestas acciones a nivel
cardiovascular, aunque la evidencia demuestra su participacion en el remodelado cardiaco
inhibiendo los procesos inflamatorios'®'"38:3° 17,28,29.33

viabilidad'®'?713%138 4e| cardiomiocito.

y la hipertrofia y aumentando la

El estudio de los mecanismos involucrados en la muerte del cardiomiocito ha sido el
objetivo de bastantes grupos de investigacion en los ultimos afios, los que se han centrado

en la participacién de la apoptosis, la necrosis y recientemente de la autofagia'*'*.

Esta tesis tuvo por objetivo evaluar si rosiglitazona induce autofagia en el
cardiomiocito y si ésta modifica su viabilidad cuando se expone a estrés hiperosmotico o

nutricional.
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Los principales resultados obtenidos en el presente trabajo fueron:

1. El PPARYy esta presente en el cardiomiocitos de ratas demostrado por Western blot
e inmunofluorescencia. Ademas su estimulaciéon por rosiglitazona estimula su actividad

transcripcional.

2. Rosiglitazona estimula la formacién de vesiculas autofagicas y el procesamiento de

la proteina LC3 en el cardiomiocito, sin afectar la autofagia inducida por rapamicina.

3. La induccion de la autofagia inducida por rosiglitazona no afecta la viabilidad del
cardiomiocito. Sin embargo, la inhibicién de la autofagia por 3-metiladenina o el estrés

nutricional (privaciéon de suero, glucosa y aminoacidos) indujo la muerte del cardiomiocito.

4. La actividad de PPARYy inducida por rosiglitazona aumenta significativamente en

condiciones de estrés nutricional por privacion de aminoacidos.

5. Rosiglitazona no previno la muerte por apoptosis o necrosis del cardiomiocito

inducida por el estrés hiperosmotico o isquemia/reperfusion simulada. .

6. Rosiglitazona activé al factor transcripcional PPARy en el cardiomiocito, la cual | fue

atenuada por el estrés hiperosmotico..

7.1. Presencia y actividad de PPARYy en el cardiomiocito

La expresion de PPARy esta limitada a un numero reducido de tejidos,
principalmente a los tejidos adiposo y vascular®®. Sin embargo, también se ha descrito su

presencia en el tejido cardiaco’* "

. Nuestro trabajo corroboré que el PPARy esta presente
en el cardiomiocito de rata (Fig. 10) y es biolégicamente activo ya que rosiglitazona mostro
que aumenta la actividad transcripcional de un plasmidio reportero que contenia el

elemento de respuesta a PPAR (PPRE) (Fig. 11). Estos hallazgos son consistentes con lo
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descrito por diversos investigadores que han mostrado que la estimulacién con agonistas

de PPARY induce la expresion de este receptor tanto en cardiomiocitos como en otros tipos

19,112,115

celulares PPARy presenta dos isoformas, PPARy1 y PPARy2, cuya diferencia

radica en 30 aminoacidos adicionales que presenta en su extremo amino terminal la

isoforma y2. Esta diferencia se debe a la utilizaciéon de un promotor alternativo y “splicing”

|112,139,140

diferencia PPARy1 es la isoforma predominante en todos los tejidos que

presentan PPARY, excepto en el adipocito, donde la isoforma predominante es PPARy2.
Sin embargo, también se ha descrito la presencia de PPARYy2 en tejido cardiaco de algunas

especies'®"?.

La presencia de PPARyl se ha vinculado con una serie de efectos
metabdlicos y antiinflamatorios tanto en corazon como en cardiomiocitos aislados. La
activacion del PPARy incrementa la expresion miocardica de transportadores de glucosa,
promoviendo la utilizacion de carbohidratos y disminuyendo la utilizacién de acidos grasos
en el corazén. El PPARy disminuye la expresion de citokinas, agentes proinflamatorios y

moléculas de adhesion celular'42123141

136,142-147

y ademas se le ha relacionado con la regulacién de

la hipertrofia cardiaca

7.2. Rosiglitazona y autofagia del cardiomiocito

La autofagia es reconocida como un mecanismo de supervivencia durante el estrés
metabdlico y privaciéon de nutrientes. La célula utiliza la autofagia para reciclar materia

prima a través de la degradacién de material citoplasmatico'?%"*,

Trabajos previos en
nuestro Laboratorio han mostrado que la privacion de glucosa, aminoacidos o0 suero
generan caracteristicas morfolégicas tipicas de autofagia, evaluadas por microscopia
electrénica’™. En este trabajo evaluamos la autofagia usando distintas metodologias. En
primer lugar, se realizé una transduccién adenoviral de la proteina GFP-LC3, para poder
evaluar la redistribucion de esta proteina exdgena a un patrén punteado como marcador de
la presencia de los autofagosomas. Estos hallazgos se confirmaron mediante el
procesamiento de la proteina GFP-LC3 exégena como enddgena por Western blot.
Finalmente para evaluar el grado de ejecucion del proceso de autofagia se evalud la
desaparicion de la proteina exdgena GFP-LC3 como marcador de la degradacion en los
autolisosomas mediante citometria de flujo. Como control se observé que el estrés

nutricional por privaciéon de suero activd la autofagia evaluada por la redistribucion

75



punteada de la proteina exdégena GFP-LC3 en los cardiomiocitos transducidos con el
Ad-GFP-LC3, efecto que no se observd en los cardiomiocitos expuestos a bajas
concentraciones de suero (SFB 2,5%). También la estimulacion con rapamicina incrementé
la distribucion punteada de GFP-LC3 y disminuyo la fluorescencia de GFP-LC3 en los
cardiomiocitos transducidos con el Ad-GFP-LC3 e incrementé el procesamiento de LC3-I
endogeno, tal como se esperaba como control positivo durante este trabajo. Teniendo un
modelo funcional de induccion de autofagia y la reciente evidencia que indica que la
activacion de PPARy esta involucrada la regulacion de este proceso se estudio si

rosiglitazona inducia la autofagia en el cardiomiocito.

Nuestros resultados indican que rosiglitazona indujo el procesamiento de la
proteina enddégena LC3-I en el cardiomiocito, asi como también estimuldé un patrén
punteado de la proteina exégena GFP-LC3 en cardiomiocitos transducidos con el
Ad-GFP-LC3. Estos resultados son consistentes con los antecedentes de la literatura, que
muestran que rosiglitazona y otros agonistas de PPARy pueden inducir la autofagia en
otros tipos celulares como en lineas celulares de cancer de prostata'’?, células de

113 114 115

neuroblastoma ", células de cancer de mama "~ y en tejido hepatico . Los mecanismos

por los que agonistas de PPARy inducen la autofagia se desconocen por completo, sin
embargo, Zhou y cols. determinaron mediante un analisis de microarray el perfil de los
genes regulados por PPARy obteniendo un aumento en la expresién de genes involucrados
en angiogénesis, proliferacion y crecimiento, metabolismo y en procesos de adhesiéon y
114

migracién Asi mismo, los resultados indicaron que de los genes involucrados en

angiogénesis, el factor transcripcional HIF1a era requerido para la induccién de la autofagia

inducida por la activacion de PPARYy por rosiglitazona en células epiteliales mamarias' .

Recientemente se ha publicado que tapsigargina induce la autofagia del condrocito
mediante la activacion de AMPK y subsecuente inhibicion de mTOR, evidenciando que la

148

activacion de AMPK requiere de HIF1a ™, quien podria estar siendo activado por PPARYy.
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7.3. Rosiglitazona y las vias de transduccion de la autofagia

Las vias transduccionales que regulan la autofagia son altamente dependientes de

una serie de cascadas de fosforilaciones®®%®

. Entre estas, de gran importancia es la via
PI3BK/AKT/mTOR. La privacién de nutrientes®®’®, la accién de rapamicina’ o activacion de

AMPK®>'*8 inhibe la actividad kinasa de mTOR gatillando la induccion de la autofagia.

En el presente trabajo se observd que la formacién de vesiculas autofagicas
inducida por la estimulacion con rosiglitazona es un proceso que se visualiza desde las 2 h
de tratamiento. Estos hallazgos coinciden con algunos datos de la literatura que han
demostrado que la formacion de vesiculas autofagicas en el cardiomiocito puede comenzar
tempranamente dependiendo de si son sometidos a estrés por privacion de nutrientes® o

isquemia y reperfusion simulada® '

Este resultado sugiere que al estimular los
cardiomiocitos con rosiglitazona, se activan rapidamente mecanismos que inducen la
autofagia, tales como AMPK o PI3K®*"2 |o que se ha demostrado en otros tipos

celulares ™% '%3,

Hasta la fecha no existe evidencia que relacione directamente la via
PISK/AKT/mTOR, una de las principales vias de regulacién autofagica, con la autofagia
inducida por agonistas de PPARy. Sin embargo, existen bastantes antecedentes que
indican que agonistas de este receptor pueden estar modulando la actividad de las
enzimas involucradas en esta via. Asi se ha demostrado que en células de cancer de
pulmén (NSCLC) rosiglitazona reduce la fosforilacion de Akt, mediante la activacién de
PPARy™.  Asi mismo, rosiglitazona induce la fosforilacion de AMPK e inhibe Ia
fosforilacion de p70S6K a través de vias independientes de la activacién de

PPARy150,152,153_

Por otro lado, troglitazona, otro agonista de PPARy, ha sido implicado en la
inhibicion de la sintesis de proteinas mediante la disminucion de la actividad de p70-S6K
en células del endotelio de la aorta de bovinos (BAEC). Mas aun, el tratamiento en
conjunto con rapamicina y troglitazona aumenté los efectos, sugiriendo que los efectos
inhibitorios mediados por troglitazona son independientes de mTOR. Los efectos de
troglitzona, que fueron similares a los de otras TZD, son mediados por la activacion de la

PP2A, e independientes a la activacion de PPARy'*. En células de ovario de hamster
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chino (CHO), troglitazona incrementd la translocacion nuclear del factor de PDK1 (proteina
kinasa dependiente de 3-fosfoinositido-1) lo que llevd a una disminucién en la fosforilacion
de p70-S6K y de mTOR™. Por otro lado, Han y Roman' informaron que rosiglitazona
potencia el efecto de rapamicina en la inhibicion de la proliferacion en células de cancer de
pulmodn. Estos efectos no fueron completamente bloqueados con el antagonista de PPARYy,
GW9662, sugiriendo otros mecanismos involucrados en la inhibicion del crecimiento

%0 Estos

mediados por rosiglitazona, también independientes de activacion de PPARy
antecedentes indican que agonistas de PPARy pueden mediar su efecto de manera
dependiente o independiente a la actividad de PPARy. En la presente tesis se evidencio
directamente la participacion de PPARYy en la induccién de autofagia pero no se exploraron
los mecanismos. Futuros experimentos seran necesarios para determinar la participacion
de PPARy y via PIBK/AKT/mMTOR en la inducciéon de la autofagia en cardiomiocito

estimulados con rosiglitazona.

Otra via que se ha descrito que participa en la regulacion de la autofagia es la que
involucra al factor transcripcional NFkB. Este factor transcripcional coordina varios
aspectos de la inmunidad innata y adaptativa, inflamacién sobrevida celular vy
proliferacion’®®. Se han asociado alteraciones en la via de NF«B, con el desarrollo y la
progresion del cancer asi como a un gran nimero de patologias inflamatorias'®. Estudios
recientes han mostrado que en diversas lineas células la activacion de NFkB inducida por
el factor de necrosis tumoral-a (TNFa) inhibe la autofagia. Cuando NF«B es inhibido, TNFa
induce autofagia lo que contribuye a la muerte celular por apoptosis'’. Resultados
similares han sido obtenidos por Fabre y cols. en los que la inhibicion de NFkB sensibiliza a
células mielomonociticas, para la muerte celular inducida por estrés nutricional'®. El
mecanismo por el que NFkB inhibe la autofagia no esta del todo aclarado, sin embargo se
ha determinado que esta involucrada la activacion de mTOR'’. Estos resultados son
interesantes considerando que muchos de los efectos descritos para PPARy a nivel
cardiovascular son atribuidos a la capacidad de este receptor de inhibir la accion de NF«xB
compitiendo por la unién al DNA en el elemento de respuesta de estos factores

17,27,29,33

transcripcionales Estudios posteriores serian interesantes para poder dilucidar si

ambas vias se comnican en la regulacion de la autofagia en el cardiomiocito.
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Los antecedentes mencionados indican cuales son las posibles vias que podrian
estar involucradas en la induccion de la autofagia por rosiglitazona y la posible vinculacion
de PPARy. Sin embargo tal como se menciond anteriormente, seran necesarias nuevas
investigaciones para determinar la participacion de PPARy y via PI3BK/AKT/mTOR en la
induccioén de la autofagia en cardiomiocito estimulada por rosiglitazona, asi como la posible

regulacién de la actividad de PPARYy por esta via.

7.4. Rosiglitazona y viabilidad del cardiomiocito

El efecto de los agonistas de PPARs en la viabilidad celular es bastante diverso.
Existen antecedentes bastante variados dependiendo del tipo celular en los que agonistas
de PPARy y PPARa modulan la viabilidad celular, pasando de tener efectos

112,113,159,160 161-163

citotoxicos a efectos protectores . Sin embargo solo recientemente se han

atribuido efectos de agonistas de PPARYy en la viabilidad del cardiomiocito, los que han sido

también controversiales'®:127:130.138.164

Barak y cols. fueron los primeros en vincular a
PPARy con una accion a nivel cardiovascular, demostrando que el ratéon “knockout” para
este receptor presentaba deficiencia en la diferenciacion del trofoblasto y la vascularizacién
de la placenta, generando adelgazamiento del miocardio y muerte a los 10 dias de

desarrollo embrionario (E10.0)'%.

Estos resultados mostraron que PPARy es requerido
para el desarrollo de la placenta y del tejido cardiaco. Posteriormente Liu y cols. mostraron
que la hipercolesterolemia incrementa la apoptosis miocardica en conejos sometidos a
isquemia y reperfusion mediante el incremento de factores proapoptéticos. Estos efectos
eran atenuados significativamente por el tratamiento previo con rosiglitazona'. Otra
evidencia que apoya el papel cardioprotector de agonistas de PPARy es el hallazgo que
rosiglitazona disminuye la apoptosis inducida por estrés oxidativo en cardiomiocitos en
cultivo™. Ademas de las acciones antiapoptéticas de rosiglitazona, existe evidencia que
muestra que el efecto cardioprotector no es exclusivo para este agonista de PPARy sino

que también es observado en otros agonistas como pioglitazona y 15-dPGJ2"%.

En esta tesis se evalud la capacidad cardioprotectora de rosiglitazona en la muerte
celular inducida por estrés nutricional, estrés osmdético e isquemia-reperfusién simulada.
En primer lugar, nuestros resultados muestran que rosiglitazona no ejerce efecto en la

viabilidad celular basal del cardiomiocito. Lo mismo se observa con el tratamiento con
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gemfibrozilo. Estos resultados son consistentes con antecedentes que muestran que estos
farmacos son inocuos y no afectan la viabilidad en condiciones similares y que el efecto en
condiciones basales se vincula a un efecto metabdlico principalmente. Sin embargo, al
analizar los niveles en la produccién de ATP en las células tratadas con rosiglitazona, no se

observaron diferencias significativas en las condiciones estudiadas.

Durante el desarrollo de la presente tesis, observamos un aumento en la
generaciéon de la formacion de vesiculas autofagicas al estimular los cardiomiocitos con
rosiglitazona. Nuestro grupo y otros®® han demostrado que en los cardiomiocitos la
privacion de nutrientes induce un aumento de la muerte celular que no presenta
caracteristicas de muerte del tipo autofagica, ya que al usar un inhibidor de la autofagia
como 3-MA, ésta aumentaba, sugiriendo a la autofagia como mecanismo de sobrevida. Sin
embargo, nuestros resultados no lograron asociar el aumento de la formacién de vesiculas
autofagicas inducido por rosiglitazona con un aumento en la viabilidad del cardiomiocito
cuando estos eran tratados con 3-MA. Los mismos resultados se obtuvieron en células
tratadas con rapamicina. Estos resultados fueron confirmados al evaluar la viabilidad del
cardiomiocito frente al estrés nutricional en presencia o ausencia de rosiglitazona. Tal
como se ha descrito®®, el estrés nutricional por privaciéon de suero, glucosa y aminoacidos
aumenta la mortalidad de los cardiomiocitos, efecto que no es revertido ni potenciado por
rosiglitazona. Estos antecedentes sugieren que la induccién de la autofagia mediada por
rosiglitazona puede estar involucrada en otros procesos independientes de los mecanismos
de sobrevida o muerte del cardiomiocito, similar a lo observado por Zhou y cols. en células
de cancer de mama''*. Sin embargo estos antecedentes son contradictorios a los
resultados de otras investigaciones que han descrito que la autofagia inducida por otros

agonistas de PPARy se asocia a muerte mas que a sobrevida''?'"3.

7.5. Efecto de rosiglitazona en la viabilidad, apoptosis y necrosis del cardiomiocito

sometido a estrés hiperosmotico e isquemial/reperfusion simulada.

Una caracteristica de estados patoldgicos tales como isquemia, shock séptico y
coma diabético son los cambios osmoticos del medio extracelular. Para tolerar los cambios
en osmolaridad, las células han desarrollado mecanismos regulatorios de volumen celular,

los cuales son activados por cambios osméticos y cuya finalidad es normalizar el volumen
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celular y mantener la funciéon normal. En primera instancia, la regulacién del volumen se
lleva a cabo regulando el contenido ionico intracelular y en el largo plazo, la regulaciéon
incursa via metabolismo y crecimiento®™. Se ha observado que durante un periodo en la
isquemia del miocardio, el corazén sufre estrés hiperosmotico. En estudios previos de
nuestro laboratorio, asi como en la presente tesis se ha demostrado que el estrés
hiperosmoético por sorbitol induce la muerte del cardiomiocito por apoptosis®*®®. Se ha
publicado que este efecto es dependiente del osmolito utilizado y que ademas es mas

rapido y potente que otros estimulos apoptéticos descritos®*°.

Existen antecedente que indican que las proteinas kinasas ERK, p38-MAPK, JNK, y
PI3K/Akt, involucradas en las vias traduccionales pro y anti-apoptéticas del cardiomiocito,
pueden fosforilar a los PPARs lo que puede regular la actividad transcripcional de estos

165,166. Las

receptores de forma dependiente o independiente de la unién a su ligando
consecuencias moleculares de esta fosforilacién pueden ser multiples, incluyendo cambios
en la afinidad por sus ligandos, union al DNA, reclutamiento de otros factores y
degradacioén por el proteosoma. Estos efectos ocurren de acuerdo al isotipo de PPAR

estudiado, al estimulo dado y al contexto celular'®'®.

Por otra parte, los antecedentes
descritos en la literatura, sefialan que tanto PPARa como PPARy tienen un papel
importante en la regulacion de la apoptosis en distintos tipos celulares y ligandos de ambos
receptores han mostrado tener propiedades tanto pro como antiapoptoticas dependiendo
del contexto celular'®1?7:130.138.159164 ) 4 mecanismos por los cuales PPAR pueden mediar
la resistencia a la apoptosis parece involucrar a la proteina anti-apoptética Bcl-2 y la
regulacion de la proteina proapoptética Bak'®'®. Butts y cols. demostraron que el gen de
Bcl-2 tienen un elemento de respuesta para PPARYy, y que este receptor podria mediar la
transcripcion de este gen, aumentando los niveles de Bcl-2 y asi proteger de la
apoptosis'®. También se ha descrito que la regulacion de p38-MAPK podria participar en
los efectos antiapoptéticos mediados por PPARa'® y de PPARy'®. Durante la
isquemia/reperfusion hay un aumento de la activaciéon de p38-MAPK'™ y JNK'® lo que
gatilla la apoptosis. La estimulacion con rosiglitazona inhibe dicha activacion. Sin
embargo, en nuestro trabajo, no evidenciamos ningun efecto en respuesta al tratamiento
con rosiglitazona en los cardiomiocitos sometidos a estrés hiperosmoético. Esto fue
analizado mediante cambios en la viabilidad, fragmentacién nuclear (incorporacion de Pl en

células permeabilizadas como marcador de apoptosis tardia), incorporacion de Pl en
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células no permeabilizadas (como marcador de necrosis), y caida del potencial mitocondrial
(por citometria y microscopia). En todas las situaciones, el estrés hiperosmotico ejercio
efecto, el que no fue inhibido en ningun grado por rosiglitazona. Lo mismo ocurrié cuando
las células fueron sometidas a isquemia-reperfusion, en la que rosiglitazona no inhibié la
muerte celular. Una posible explicacion para la carencia de este efecto puede ser la
actividad de PPARy. Si bien demostramos que este receptor esta presente en el
cardiomiocito y responde a la activaciéon con rosiglitazona, también observamos que su
actividad disminuye en células sometidas a estrés hiperosmético. La razon de esta
inactivacion puede ser la activacion de las vias transduccionales antes mencionadas
(ERK1-2 p38-MAPK y PI3K/PKB) involucrados en las vias activadas por el estrés
hiperosmatico y por la isquemia/reperfusion, las que a su vez regulan la actividad de los
PPARs como ya fue comentado. Dada las limitaciones presentes en el desarrollo de esta
tesis no se analizaron las vias transduccionales en respuesta a la estimulacién con

agonistas de PPAR vy su posible regulacidon durante el estrés hiperosmatico.

Considerando todos los antecedentes expuestos en la presente tesis, la activacion
de PPARYy en cardiomiocitos estimulados con rosiglitazona, la induccion de la formacion de
vesiculas autofagicas inducido por este agonista, y la carencia de un efecto evidente en la
viabilidad del cadiomiocito o en los procesos apoptoticos y necréticos nos hacen sugerir
que los efectos cardioprotectores o deletéreos vinculados a los agonistas de PPARy
pueden depender de otros factores que no han sido analizados en el presente trabajo como
un analisis mas exhaustivo de procesos metabdlicos o vias de transduccion involucradas

en estos fendmenos en el cardiomiocito.

Conociendo el gran impacto que tienen hoy en dia los desérdenes metabdlicos
como la diabetes mellitus, obesidad y sindrome metabdlico como factores de riesgo
cardiovascular, es de vital importancia el conocer el efecto sobre la morbi-mortalidad
cardiovascular de la terapia farmacoldgica para estas patologias. Dado el gran uso de
agonistas de PPARy en estos pacientes con riesgo cardiovascular, el entendimiento del
efecto de las tiazolidinedionas en los procesos vinculados a mecanismos de muerte y/o
sobrevida del cardiomiocito, asi como su rol en el metabolismo y en procesos
antiinflamatorios y antifibroticos observados en el corazéon, no solo es de interés en la

investigacion basica, sino que también tiene importantes proyecciones clinicas.

82



8. CONCLUSIONES

1. El receptor/factor transcripcional PPARy esta presente en el cardiomiocito de rata y su

estimulacion por el agonista rosiglitazona estimulé su actividad transcripcional.

2. Rosiglitazona estimulé la autofagia del cardiomiocito, incluso en condiciones normales
de nutrientes. Este proceso que se caracterizd por la rapida formacion de vesiculas

autofagicas y el procesamiento de la proteina LC3.

3. La autofagia inducida por rosiglitazona no afecté la viabilidad del cardiomiocito. Sin
embargo, el estrés nutricional (privaciéon de suero, glucosa y aminoacidos) y la inhibicion de

la autofagia por 3-metiladenina indujo la muerte del cardiomiocito.

4. La actividad de PPARy inducida por rosiglitazona aumentdé en condiciones de

estrésnutricional.

5. Rosiglitazona no previno la muerte por apoptosis o necrosis del cardiomiocito inducida

por el estrés hiperosmotico o isquemia/reperfusion simulada.

6. Rosiglitazona activd al factor transcripcional PPARy en el cardiomiocito, la cual fue

atenuada por el estrés hiperosmatico.
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10. ANEXO

10.1. Efecto de rosiglitazona en la muerte del cardiomiocito inducida por estrés

hiperosmético.

Nuestro laboratorio ha mostrado que el estrés hiperosmaético induce la muerte en el
cardiomiocito de forma rapida y potente®**°. De acuerdo con estos antecedentes, sabemos
que el porcentaje de cardiomiocitos muertos alcanza un 70% tras su exposicion por 8 h a
sorbitol 600 mOsm, (300 mM) Se determind si la activaciéon de PPARy por 24, 48 y 72 h
con el ligando rosiglitazona (1-100 uM) tenia algun efecto en la muerte del cardiomiocito
inducida por el estrés hiperosmotico, Rosiglitazona no previno la muerte del cardiomiocito

en ninguno de los tiempos o concentraciones ensayadas (Fig. Anexo 1).

10.2. Efecto del pretratamiento con gemfibrozilo sobre la muerte del cardiomiocito

inducida por estrés hiperosmético

Para investigar si la activacion del PPARa tiene un efecto protector en el
cardiomiocito, estas células fueron previamente tratadas por 1, 12 6 24 h con gemfibrozilo
100 uM, seguido de una exposicion por 16 h a estrés hiperosmoético con sorbitol 600
mOsm. Similar a lo observado con rosiglitazona, gemfibrozilo no aumento6 la viabilidad del
cardiomiocito expuesto a estrés hiperosmético, independiente del tiempo de pretratamiento
(Fig. Anexo 2A). Dado que los PPARs son factores transcripcionales y la potencia y
rapidez con que el estrés hiperosmatico induce la muerte del cardiomiocito, se probaron
tiempos mas prolongados de pretratamiento con gemfibrozilo seguido de tiempos mas
cortos de estrés hiperosmoético. Se puede observar que con 8 h de estrés hiperosmatico la
viabilidad del cardiomiocito disminuyo significativamente un 80%, y que el pretratamiento
con gemfibrozilo por 24 o 72 h no fue capaz de prevenirlo (Fig. Anexo 2B-C). Como era de
esperar, la exposicion del cardiomiocito al estrés hiperosmaético por 4 h indujo un 48% de
muerte. Incluso en estas condiciones, gemfibrozilo no previno la muerte del cardiomiocito
(Fig Anexo 2D).
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Figura Anexo 1: Efecto del pretratamiento con rosiglitazona sobre la muerte del cardiomiocito
inducida por estrés hiperosmotico. Las células se trataron con Rosi a las concentraciones
indicadas por 24 h (A) o 48 h (B) seguido de una exposicion a estrés hiperosmético con sorbitol (600
mOsm) por 8 h. (C) Pretratamiento por 24, 48 y 72 h con rosiglitazona 10 mM seguido por 8 h estrés
hiperosmaético. En todos los casos la viabilidad se determiné por el método de exclusion al azul
tripan. Los valores corresponden al promedio de los porcentajes de células muertas + DS (n=3 en
duplicado). **p<0,01; ***p<0,001 vs control por ANOVA.
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Figura Anexo 27: Efecto del gemfibrozilo sobre la muerte del cardiomiocito inducida por
estrés hiperosmotico. Cardiomiocitos se trataron con gemfibrozilo (Gem) 100 uM por distintos
tiempos, seguidos de una exposicion a distintos tiempos a estrés hiperosmotico con sorbitol 300 mM
(600 mOsm). (A) Células pretratadas con Gem por 1, 12 y 24 h, seguido por 16 h estrés
hiperosmético. (B) Pretratamiento por 24 h seguido por 8 h estrés hiperosmotico. (C) Pretratamiento
por 72 h seguido por 8 h estrés hiperosmatico. (D) Pretratamiento por 12 h seguido por 4 h estrés
hiperosmotico En todos los casos mostrados se usé como vehiculo DMSO 0,1%. La viabilidad celular
se determiné por el método de exclusion al azul tripan. Los valores corresponden al promedio de los
porcentajes de células muertas + DS (n=3) *p<0,01 vs control por ANOVA.
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10.3. Rosiglitazona y Gemfibrozilo no protegen al cardiomiocito de la apoptosis

inducida por sorbitol

Se ha descrito que el estrés hiperosmético induce muerte del cardiomiocito por
apoptosis y recientemente se ha mostrado la participacion de PPARy y PPARa en la

1271% " Sin embargo, los resultados

modulacion de la apoptosis en este tipo celular
mostrados previamente en esta tesis indican que la activacion de PPARa y PPARy no
afecta la viabilidad de estas células. Con el propdsito de dilucidar si PPARa y
PPARy realmente modulan la apoptosis se analiz6 este proceso en cardiomiocitos
mediante la incorporacion de yoduro de propidio en células fijadas y permeabilizadas con
metanol y se evalué la poblacién Sub-G1, indicativo de la condensacion del DNA. Similar a
lo obtenido anteriormente por nuestro laboratorio, observamos que la exposicién por 8 h a
estrés hiperosmético indujo un aumento significativo de la apoptosis. Consecuente con los
resultados mostrados anteriormente en esta tesis, pretratamientos por 24 y 48 h con
rosiglitazona (1-100 uM; Fig. Anexo 3) o por 24 y 72 h con gemfibrozilo 100 uM (Fig. Anexo
4) no protegieron al cardiomiocito de la apoptosis inducida por el estrés hiperosmético.
Estos resultados fueron ademas corroborados por la determinacion de caida de potencial
mitocondrial de cardiomiocitos al medir el decaimiento de la fluorescencia relativa por
citometria de flujo. La Figura Anexo 5 muestra que el estrés hiperosmoético produjo una
caida de la fluorescencia relativa de la tetrametilrodamina (TMRM) comparado con las
células sin estimular. El tratamiento previo por 24 h con rosiglitazona 10 uM no afecto la

caida de potencial mitocondrial inducida por el estrés hiperosmatico.
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Figura Anexo 3: El pretratamiento con rosiglitazona no previene la fragmentacion del DNA inducida por sorbitol en
cardiomiocitos. Las células se trataron por 24 h con Rosi (10 uM) y posteriormente expuestas a 600 mOsm por 8 h. La fragmentacion del
DNA se determind por incorporacion del yoduro de propidio (Pl) por citometria de flujo (A). Cuantificacién de la cantidad de células
apoptoticas en cardiomiocitos sometidos a 8 h de Sor. 600 mOsm previamente estimulados con Rosi (1, 10 y 100 mM) por 24 h (B) y 48 h
(C). Los valores graficados corresponden al promedio de las veces de aumento respecto al control + DE (n=3, en duplicado). *p<0,05 vs

control; ***p<0,001 vs control.
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Figura Anexo 4: Gemfibrozilo no previene la fragmentaciéon del DNA inducida por sorbitol en el cardiomiocito. Las células
se trataron por 24 h con Gem (100 puM) y posteriormente expuestas a 600 mOsm por 8 h. La fragmentacién del DNA se determin6
por incorporacién de yoduro de propidio (Pl) por citometria de flujo (A). Cuantificacién de la cantidad de células apoptéticas en
cardiomiocitos sometidos a 8 h de Sor. 600 mOsm previamente estimulados con Gem (100 mM) por 24 (B) y 72 h (C). Los valores
graficados corresponden al promedio de las veces de aumento respecto al control £ DE (n=3, en duplicado). *p<0,05 vs control;
***p<0,001 vs control.
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Figura Anexo 5: Efecto de rosiglitazona sobre el decaimiento del potencial de membrana
mitocondrial inducido por sorbitol. El decaimiento del potencial de membrana mitocondrial (A¥m)
se determind en cardiomiocitos tratados con Rosi (10 mM) por 24 h y luego cargados con
tetrametilrodamina (TMRM). (A) Fluorescencia determinada por microscopia confocal. Las células se
estimularon con sorbitol 600 mOsm, adicionado al tiempo indicado (primera flecha) y por los tiempos
indicados. CCCP: carbonil cianida-m-clorofenilhidrazona. (B) Fluorescencia determinada por
citometria de flujo en células estimuladas por 4 h con sorbitol 600 mOsm. (C) Cuantificacion de la
fluorescencia relativa observada en (B). Los valores corresponden al promedio de la fluorescencia +
DE (en triplicado). *p<0,05 vs control; **p< 0,01 vs control.
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10.4. Efecto de Rosiglitazona en la necrosis del cardiomiocito inducida por estrés

hiperosmético

Existe bastante evidencia en la literatura que indica que el cardiomiocito puede
morir por apoptosis o necrosis*'“*®. Para completar los resultados anteriormente descritos,
se estudio si rosiglitazona (1-100 uM) causaba un efecto en la necrosis en respuesta al
estrés hiperosmotico. Los resultados indican que el pretratamiento con este agonista no
modifica la necrosis inducida por sorbitol, lo que se determino mediante incorporacién de
yoduro de propidio (PI) en células vivas no permeabilizadas (Fig. Anexo 6A) y mediante

actividad de LDH en el sobrenadante del medio de cultivo (Fig. Anexo 6B).
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Figura Anexo 28: Efecto de rosiglitazona sobre la necrosis del cardiomiocito inducida por
sorbitol. Cardiomiocitos se privaron de suero por 24 h, luego se pretrataron por 24 h con
rosiglitazona 10 uM seguido de una exposicion por 8 h a estrés hiperosmético con sorbitol 300 mM.
(A) El nimero de células necréticas se determiné por la incorporacion del yoduro de propidio al DNA
de células no permeabilizadas y se cuantifico por citometria de flujo. (B) La actividad de LDH en el
sobrenadante se determind enzimaticamente y se expresd como el porcentaje de células necroticas.
Los valores graficados corresponden al promedio de las veces de induccién respecto al control + DS
(n=3, en duplicado). *p< 0,01 vs DMSO 0,01%. por analisis de ANOVA.
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10.5. Efecto de la isquemial/reperfusion simulada en la viabilidad del cardiomiocito

La Figura Anexo 7A muestra que la viabilidad del cardiomiocito no se afecta cuando
éstos son sometidos a 2 y 4 h de isquemia. Lo mismo ocurre al exponerlos a 4 h de
isquemia seguida de reperfusion por 2 a 48 h (Fig. Anexo 7B). Sin embargo, cuando las
células son expuestas a 6 h de isquemia, la mortalidad aumenta significativamente (Figura
Anexo 7A) pero contrario a lo esperado, la reperfusion no aumenté la mortalidad inducida

por la isquemia (Fig. Anexo 7C).
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Figura Anexo 7: Efecto de la Isquemia y reperfusion simulada sobre la viabilidad de los
cardiomiocitos. Las células se privaron de suero por 24 h, posteriormente se expusieron a un
proceso de isquemia simulada por tiempos de 2, 4 y 6 h, incubandolos en un medio “isquémico”
(NaCl 137 mM; KCI 12mM; MgCI2 0,49 mM; CaCl2 0,9 mM; HEPES 4 mM; desoxiglucosa 10 mM;
lactato de Na 20 mM) y bajo condiciones de hipoxia. Como control se utilizaron cardiomiocitos
mantenidos en un medio control (NaCl 137 mM; KCI 3,8 mM; MgCI2 0,49 mM; CaCl2 0,9 mM,;
HEPES 4 mM; glucosa 10 mM). La determinacion del porcentaje de células muertas se obtuvo al
cuantificar las células permeables al azul tripan. (A). (B-C) Las células se sometieron al mismo
procedimiento que en (A), con la diferencia, que una vez terminado el tiempo de isquemia, el medio
“‘isquémico” se reemplazé por medio de cultivo completo por 2, 4, 12, 24 y 48 h y condicion de
normoxia. Los tiempos de isquemia fueron 4 (B) y 6 h (C) EIl nimero de células necroticas se
determind por incorporacién de yoduro de propidio al DNA de células no permeabilizadas sometidas
al mismo procedimiento que en (A). . Los valores corresponden al promedio de los porcentajes de
células muertas £ DS (en triplicado). *p<0,01 vs control por ANOVA.
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