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1. ABREVIATURAS

AC
Acetil-CoA
AdCN
Angll
ANP
ANT
AsMfn2
CAIN
CaM
CCCP
CK
CN
CPT
DAG
DHR
Drp-1
ERR
ET-1
FBS
FCS
FGF
Fis-1
GSK3
IGF-1

IP3

: Adenilato ciclasa

: Acetil coenzima A

: Adenovirus que expresa una calcineurina constitutivamente activa
: Angiotensina Il

: Péptido natriurético auricular

:Translocador de nucleétidos de adenina

: Adenovirus antisentido para Mfn2

: Adenovirus que expresa un péptido inhibitorio para calcineurina
: Calmodulina

: Carboxi-cianuro-3-clorofenilhidrazona

: creatinaa quinasa

: Calcineurina

: Carnitina palmitoil transferasa

: Diacilglicerol

:1,2,3 Dihidrorodamina

: Proteinas relacionada a la familia de las dinaminas tipo 1

: Receptor relacionado a estrégenos

: Endotelina-1

: Suero fetal bovino

: Suero fetal de ternera

: Factor de crecimiento de fibroblastos

: Proteina de la fisibn mitocondrial

: Proteina quinasa glicogeno sintetasa 3

: Factor de crecimiento analogo a insulina tipo 1

: Inositol 1, 4, 5 trifosfato
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IR

K38A

MAPK

MARCH-V

MCAD

MFF

Mfn1/2

MHC

MIB

MMP

mtCK

MTG

NE

NO

OMAT

OPA-1

PDH

PGC-1a

Pl

PI3K

PIP2

PKA

PKC

PLC

PPAR

PTPM

: Isquemia-reperfusion

: Adenovirus dominante negativo para Drp-1

: Proteinas quinasas activadas por mitégenos
: Proteina mitocondrial E3 ubiquitin ligasa

: Acil-coA deshidrogenasa de cadena media

: Factor de fisiébn mitocondrial

: Proteina mitofusina 1-2

: Cadena pesada de la miosina

: Proteina de unién a mitofusina

: Metaloproteinasa de la matriz extracelular

: creatina quinasa mitocondrial

: Mitotracker Green

: Norepinefrina

: Oxido nitrico

: Metaloproteasa mitocondrial dependiente de zinc
: Proteina de la atrofia éptica tipo 1

: Piruvato deshidrogenasa

: Coactivador de receptores PPAR

: Yoduro de propidio

: Proteina fosfatidil-inositol-3-quinasa

: Fosfatidil inositol 4,5 bisfosfato

: Proteina quinasa dependiente de cAMP

: Proteina quinasa C

: Fosfo lipasa C

: Receptor activado por proliferadores de peroxisomas

: Poro de transicién de permeabilidad mitocondrial
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RA
ROS
SKA
SORB
TFAM
TGF-3

TMRM

: Receptor adrenérgico

: Especies reactivas de oxigeno

: o actina esquelética

: Sorbitol

: Factor transcripcionas mitocondrial A
: Factor de crecimiento trasnformante 3

: Tetrametilrodamina metil éster
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2. RESUMEN

La hipertrofia cardiaca es una respuesta adaptativa desencadenada por una mayor
demanda de trabajo contractil por parte del cardiomiocito, su desarrollo es el resultado
de multiples factores, existiendo una hipertrofia cardiaca de tipo fisioldgica, reversible,
sin signos histologicos de fibrosis, generada por factores de crecimiento como el factor
de crecimiento analogo a insulina tipo 1 (IGF-1) y otra de tipo patoldgico, irreversible,
cuya progresiéon genera insuficiencia cardiaca y cardiomiopatia dilatada, asociada a la
accidn de agonistas de receptores acoplados a proteina G como norepinefrina (NE), entre
otros. Un aspecto importante a considerar es el metabolismo energético del corazén y su
participacién en el proceso hipertrofico, puesto que es uno de los 6rganos con mayor
tasa de consumo de ATP y una disminucién en la disponibilidad energética se traduce en
alteraciones de la actividad contractil y en el desarrollo de distintas patologias cardiacas.
La mitocondria es el organelo responsable de la generacién de energia en la célula, en
el cardiomiocito se encuentran ubicadas entre las miofibrillas y ocupan sobre el 50 % del
volumen citoplasmatico en el musculo cardiaco. Actualmente se reconoce la existencia de
un reticulo mitocondrial, donde estos organelos forman verdaderos “cables energéticos”
cuya morfologia y funcion dependen del equilibrio entre los procesos de fision y fusién
mitocondrial. Diversas proteinas, entre ellas OPA-1 y Mfn1/2 se relacionan con fusion
mitocondrial mientras que Drp-1 y Fis-1 se asocian al proceso inverso.

Tomando en cuenta la relacidon entre metabolismo e hipertrofia cardiaca, resulta
evidente la importancia que adquieren los procesos de dinamica mitocondrial al regular la
funcién de este organelo. Hasta la fecha se desconoce qué tipo de proceso de dinamica
mitocondrial predomina en hipertrofia cardiaca, ni en qué forma la fusion/fision de la
mitocondria afecta el desarrollo del proceso hipertréfico en el cardiomiocito. Por esta
razdn, el objetivo principal del presente trabajo consistié en determinar si los estimulos
prohipertroficos IGF-1 o NE, alteran la morfologia y actividad mitocondrial. Para este fin,
cultivos primarios de cardiomiocitos de ratas neonatas se trataron con IGF-1 (10 nM)
o NE (10 uM) entre O - 48 h. La red mitocondrial se visualiz6 mediante microscopia

confocal y tincion con mitotracker Green. Los resultados muestran que desde las 24 h, NE
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produjo fision de la red mitocondrial, identificada por un incremento en el porcentaje de
células con fragmentacién mitocondrial (+26 %, p<0,05 y +39 %, p<0,001), en el nimero
relativo de mitocondrias por célula (+42 %, p<0,005 y +65 %, p<0,001) y disminucion
en el volumen mitocondrial promedio (-24 %, p<0,005 y -47 %, p<0,001, para las 24
y 48 h, respectivamente. Ademas, luego de los cambios morfolgicos se observd una
disminucién del potencial de membrana mitocondrial (-23 %, p<0,05), del contenido
intracelular de ATP (-27 %, p<0,05) y de la velocidad de consumo de oxigeno (-24 %,
p<0,05), después de 48 h de exposicidn a NE. No se observaron cambios morfolégicos
ni metabdlicos en la red mitocondrial de cardiomiocitos tratados con IGF-1. Igualmente
se observo que la fisién mitocondrial inducida por NE se asocié con un incremento en la
migracién de Drp-1 a mitocondria, evaluado a través de un incremento en los niveles de
Drp-1 en fraccién mitocondrial y aumento en la colocalizacion entre Drp-1 y Fis-1.

Calcineurina es una de las proteinas transduccionales de mayor relevancia en la
respuesta hipertréfica inducida por NE, describiéndose que participa en la modulacion
de la dinamica mitocondrial mediante desfosforilacién de Drp-1, incrementando su
actividad. Para evaluar su participacién, cultivos primarios de cardiomiocitos de ratas
neonatas se transducieron con un adenovirus que expresa la subunidad catalitica de
calcineurina constitutivamente activa (AdCN) o con uno que codifica un péptido inhibitorio
para calcineurina (CAIN), observandose que su inhibicién redujo significativamente los
cambios morfolégicos en la red mitocondrial inducidos por NE y que su sobreexpresion es
suficiente para producir fisibn mitocondrial. Ademas, el uso de herramientas adenovirales,
también permitié determinar que una disminucion en los niveles de Mfn2 produce fisién
mitocondrial e induce la respuesta hipertrofica en el cardiomiocito, determinada como
un incremento en el area celular, la sarcomerizacion y la reexpresién de biomarcadores
asociados al proceso, mientras que la disminucién en la actividad de Drp-1 fusiona la red
mitocondrial y previene la hipertrofia cardiaca en los cardiomiocitos tratados con ambos
estimulos.

En base a estos resultados, se puede concluir que durante el desarrollo del proceso
hipertréfico patologico del cardiomiocito se produce fragmentacion de la red mitocondrial,

a través de un mecanismo que involucra el incremento en la migracion de Drp-1 a
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membrana mitocondrial y la participacion de la fosfatasa calcineurina, todo esto asociado
a una disminucién en diversos parametros metabdlicos. Por otro lado, la modulacién
en los niveles o actividad de proteinas asociadas a los procesos de fusion y fisién
mitocondrial, modificé significativamente el desarrollo del proceso hipertrofico, por lo que
colectivamente, estos resultados revelan la importancia de los procesos de dinamica

mitocondrial en el desarrollo de hipertrofia cardiaca.
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3. SUMMARY

Regulation of cardiomyocyte mitochondrial dynamics by IGF-1 and

norepinephrine

Cardiac hypertrophy is an adaptive response induced by an increased contractile
work. Physiological cardiac hypertrophy is reversible, without histological signs of fibrosis,
generated by growth factors such as insulin like growth factor 1 (IGF-1). In contrast,
pathological cardiac hypertrophy is irreversible, progress to heart failure and dilated
cardiomyopathy and it has been associated with the action of G protein-coupled receptors
agonists such as norepinephrine. An important aspect to consider is the heart’s energy
metabolism and its role in the hypertrophic process, since myocardial tissue is one of
the organs with the highest rate of ATP consumption. A decrease in energy availability
results in detrimental changes in contractile activity and the development of distinct
cardiac diseases. Mitochondria have a key role in energy generation in the cardiomyocyte
are located between the myofibrils and occupy over 50 % of cytoplasmic volume. The
existence of a mitochondrial reticulum is recognized now and these organelles are true
"power-transmitting cables" whose morphology and function depend on the balance
between mitochondrial fission and fusion. Several proteins like OPA-1 and Mfn1/2
have been linked to mitochondrial fusion while Drp-1 and Fis-1 are associated with
mitochondrial fission.

Taking into account the relationship between metabolism and cardiac hypertrophy,
the role of mitochondrial dynamics in the developrment of hypertrophyc growth must be
relevant. However, the mitochondrial morphology in the hypertrophic cardiomyocyte, or
how the mitochondrial fusion/fission events affect the development of the cardiomyocyte
hypertrophic process is unknown. For this reason, our main objective was to investigate
whether IGF-1 or NE stimulation produces changes in morphology and mitochondrial
activity. For this goal, primary cultures of neonatal rat cardiomyocytes were treated with
IGF-1 (10 nM) or NE (10 uM) for O - 48 h. The mitochondrial network was visualized
by confocal microscopy and Mitotracker Green staining. The results show that NE

triggered mitochondrial fission after 24 hours of exposure, identified by an increase in
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the percentage of cells with mitochondrial fragmentation (+26 %, p <0.05 and +39 %,
p <0.001), increase in the relative number of mitochondria per cell (+42%, p <0.005
and +65%, p <0.001) and decrease in the average mitochondrial volume (-24 %, p
<0.005 and -47 %, p < 0.001, for the 24 and 48 h respectively). In addition to these,
morphological changes, decreases in mitochondrial membrane potential (-23 %, p <0.05),
intracellular ATP content (-27 %, p <0.05) and oxygen consumption rate (-24 %, p <0.05)
were also observed after 48 h of exposure to NE. No morphological or metabolic changes
in the mitochondrial network were detected in cardiomyocytes treated with IGF-1. NE-
induced mitochondrial fission was associated with an increase in the migration of Drp-1
to mitochondria, evaluated by increase in levels of Drp-1 in mitochondrial fraction and by
Drp-1 and Fis-1 colocalization.

Calcineurin is one of the most important signaling molecules in the hypertrophic
response induced by NE. This phosphatase is also involved in the modulation of
mitochondrial dynamics by dephosphorylation of Drp-1, increasing its activity. To evaluate
its role, culture neonatal rat cardiomyocytes were transduced with an adenovirus
expressesing the calcineurin catalytic subunit constitutively active (AdCN) an inhibitory
peptide (CAIN). Inhibition of calcineurin significantly decreased morphological changes
in the mitochondrial network triggered by NE and AdCN overexpression being sufficient
to cause mitochondrial fission. Using other adenoviral tools, we show that a decrease in
Mfn2 levels causes mitochondrial fission, and induces the cardiomyocyte hypertrophic
response, determined by increases in cell area, sarcomerizacion and biomarkers
associated with hypertrophic response. The decrease in Drp-1 activity, stimulated
mitochondrial fusion and prevented cardiac hypertrophy induced by NE and IGF-1.

Collectively our results suggest, that mitochondrial network is fragmented during the
development of pathological cardiomyocyte hypertrophy, through a mechanism involving
the migration of Drp1 to the mitochondria and the phosphatase calcineurin activation,
associated with decreases in several metabolic parameters. In addition, the modulation in
the activity of proteins associated with mitochondrial fusion/fission, produced significant
changes in the development of hypertrophy. Collectively these results demonstrate the

importance of mitochondrial dynamics in the development of cardiac hypertrophy.
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4. INTRODUCCION

4.1. Hipertrofia cardiaca
4.1.1. Definicion

El tejido cardiaco esta compuesto por distintos tipos celulares entre los cuales se
distinguen principalmente cardiomiocitos, fibroblastos y en menor proporcion células
endoteliales y de la musculatura lisa vascular. Los cardiomiocitos son los responsables
del trabajo contractil y conforman entre el 30-40 % del numero total de células, pero
ocupan aproximadamente un 75 % del volumen cardiaco [1, 2]. Estas células proliferan
activamente durante la etapa fetal manifestando capacidad contractil a muy temprana
edad, sin embargo su actividad mitética disminuye en etapas tardias de la embriogénesis
para reducirse casi completamente después del nacimiento. Al no poder reentrar en el
ciclo celular, el cardiomiocito cuando se expone a estimulos proliferativos aumenta su
tamarfo, lo que se conoce como proceso hipertréfico, éste proceso, ademas conlleva
un incremento en la sintesis proteica y un cambio en la organizacién de la estructura
sarcomérica, reflejdndose a nivel macroscépico como un aumento en la masa muscular
del corazén [3, 4]. La hipertrofia cardiaca (HC) se considera como una respuesta
adaptativa, desencadenada por una mayor demanda de trabajo contractil por parte
del cardiomiocito, como consecuencia de un aumento del estrés biomecanico. En un
comienzo, el crecimiento hipertréfico es paralelo al aumento de la angiogénesis cardiaca
y por ello es de caracter fisioldégico, mejorando la eficiencia cardiaca frente al estrés. Sin
embargo, cuando la angiogénesis cesa y prosigue el proceso hipertrofico, este cuadro
se torna patolégico, generandose disfuncién ventricular e insuficiencia cardiaca [5, 6].
El mecanismo fisiologico permite la adaptacion a modificaciones hemodinamicas de
corto plazo y ocurre en respuesta a cambios adaptativos, es tipica de deportistas y
embarazadas, no conduce a procesos patologicos y es reversible [7], por otro lado, la
hipertrofia patologica es asociada con una progresiva dilatacidén ventricular, el estimulo
biomecanico prolongado provoca una descompensacion en el crecimiento celular lo

que finalmente culmina con muerte de cardiomiocitos que son reemplazados por tejido
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fibroso, trayendo como consecuencia una disminucion en la capacidad contractil del
corazén. Ademas, se produce un remodelado estructural irreversible del tejido cardiaco
caracterizado por alteraciones en la matriz extracelular, pérdida en la respuesta de
receptores 3 adrenérgicos, cambios metabdlicos y modificacién de la expresién en las
isoformas de las proteinas contractiles, produciéndose un cuadro irreversible [8].

El proceso hipertréfico también puede ser subdividido segun la naturaleza del
estimulo hemodinamico que lo genera, observandose 2 tipos: la hipertrofia concéntrica,
provocada por sobrecarga de presion y caracterizada por adicion paralela de sarcomeros
con crecimiento lateral del cardiomiocito y aumento en el grosor de la pared ventricular,
inicialmente sin cambios en el volumen de la camara, y la hipertrofia excéntrica, donde
los sarcémeros son agregados en serie y la célula aumenta de tamaro longitudinalmente
como respuesta a la sobrecarga de volumen, produciéndose adelgazamiento de la
pared ventricular con un aumento en la capacidad volumétrica de la céamara [5].
Estos distintos tipos de crecimiento pueden observarse tanto en hipertrofia patolégica
como fisiolégica, por ejemplo, un estimulo patolégico que produzca sobrecarga de
presién (como hipertension arterial o estenosis aédrtica), generara un incremento en la
fuerza aplicada sobre la pared ventricular durante la sistole, produciéndose hipertrofia
concéntrica, mientras que un estimulo patolégico que genere sobrecarga de volumen
(como regurgitacion aértica o fistulas arteriovenosas) producira hipertrofia excéntrica. En
lo que respecta al crecimiento fisioldgico, se sabe que el embarazo y ejercicios aerébicos
(como natacion y atletismo) incrementan el retorno venoso al corazén generando
sobrecarga de volumen e hipertrofia excéntrica con aumento en la capacidad de la
camara ventricular y en el grosor de la pared en forma proporcional, y ejercicios
isométricos (como levantamiento de pesas) producen principalmente sobrecarga de
presién e hipertrofia concéntrica [9].

La consecuencia que provocan los diversos factores hipertroficos sobre las vias de
sefalizacion intracelular en el masculo cardiaco y la identificacion de los mecanismos que
favorecen la transicién de hipertrofia fisiolégica a una de tipo patolégica, aun no han sido
esclarecidos completamente, sin embargo diversos estudios han mostrado interesantes

resultados contribuyendo a la comprensién del proceso.
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4.1.2. Estimulos hipertroficos y vias de seializacion en el cardiomiocito

La hipertrofia cardiaca es un factor de riesgo independiente que se manifiesta
en distintos tipos de patologias como hipertension arterial, enfermedad isquémica,
valvulopatias e insuficiencia cardiaca entre otras, se ha descrito una gran variedad
de factores inductores del crecimiento hipertréfico en el cardiomiocito, éstos pueden
subdividirse en aumento de la tensibn mecanica y la exposicion a factores

neurohumorales [10].

Estrés mecanico El estiramiento mecanico se considera como el estimulo primario en
el proceso hipertrofico, pues por si solo aumenta la sintesis proteica y activa la expresién
de perfiles genéticos caracteristicos de hipertrofia [11, 12]. Se han identificado diversas
dianas moleculares como posibles responsables de la mecanotransduccién de sefales
por estiramiento mecanico, entre éstas se incluyen a: a) Integrinas que censan cambios
en la matriz extracelular y transducen intracelularmente por la interaccién con proteinas
del citoesqueleto y reclutacion de quinasas a través de su tallo citoplasmatico [13, 14];
b) Intercambiador Na™/H™, que al ser inhibido, produce una disminucién marcada de la
activacién de ERK y la estimulacion de la sintesis proteica inducidas por estrés mecanico
[15]; y c) La proteina LIMP ubicada en el disco Z del sarcémero, la cual cumpliria un rol
importante en la mecanorecepcién [16].

El estrés mecanico, principalmente activa tres vias de transduccién de sefales

relacionadas con hipertrofia cardiaca:

1. Cascada de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) que
corresponde a una superfamilia de serina/treonina quinasas con participacion en
el crecimiento hipertrofico mediante la modulacion de sustratos nucleares como

c-jun, c-myc, ATF-2, p62 y la activacion de otras quinasas como la via PI3K/AKT.

2. Via JAK/STAT que frente a estrés mecanico es activada a través de gp130. Luego
de la activacion por JAKs, STATs migra al nidcleo donde induce la expresién

génica [17].
3. Via Ca?*-calcineurina-NFAT3, donde el tltimo componente corresponde a un factor
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transcripcional de gran importancia en el proceso hipertréfico generado por diversos
estimulos, observandose una interaccién sinérgica entre NFAT3 y GATA4 para
producir la respuesta hipertrofica. Ademas en un trabajo reciente se determiné que
el estrés mecanico produce la activacion de calcineurina a través de un mecanismo
que requiere la presencia del receptor AT1 para angiotensina Il, pero no de su
ligando [18].

Junto con ejercer un efecto directo en el crecimiento hipertréfico, se ha sefalado que
el estiramiento mecanico del cardiomiocito también genera una respuesta indirecta a
través de la liberacion de factores neurohumorales que provocarian hipertrofia mediante
mecanismos autocrinos y/o paracrinos, al respecto se ha determinado que factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento analogo a insulina tipo 1 (IGF-1), estarian
relacionados al desarrollo de hipertrofia cardiaca fisiol6gica, mientras que la accion de
agonistas de receptores acoplados a proteina G heterotrimérica, como norepinefrina

(NE), generarian la respuesta patologica [10, 17].

Principales estimulos y vias de sefalizacion en hipertrofia cardiaca fisiolégica
Factores de crecimiento como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor
de crecimiento transformante 5 (TGF-5) e IGF-1 corresponden a un grupo importante
entre los diversos estimulos humorales asociados al proceso hipertréfico. Estos péptidos
interaccionan con receptores de membrana que presentan actividad tirosinquinasa
intrinseca (IGF-1, FGF) o actividad serina/treonina quinasa (TGF-5), siendo capaces
de promover la activacién de distintas vias transduccionales como MAPK (ERK, JNK,
p38), PISK/AKT y PLC/PKC en el cardiomiocito [19]. Otros estimulos asociado al
desarrollo de hipertrofia cardiaca fisiolégica son el factor transcripcional HSF1 (Heat
Shock Transcriptional Factor 1), que regula la expresién de genes como Hsp70y Hsp27,
cuyo incremento se observa en corazones de ratas sometidas a entrenamiento fisico [20]
y la hormona tiroidea, que interactia con receptores nucleares regulando directamente la
expresion de genes cardiacos como: « y 5-MHC, troponina cardiaca, SERCA2a y canales
de potasio dependientes de voltaje [21-23]. Entre todos estos estimulos, IGF-1 ha sido

el mejor caracterizado en lo que respecta al desarrollo de hipertrofia cardiaca.

23



IGF-1 es un péptido sintetizado principalmente a nivel hepatico, mediante
estimulacién por la hormona del crecimiento y es esencial para el desarrollo fetal y
posnatal, ademas IGF-1 también es producido en el corazén en respuesta a sobrecarga
hemodinamica por actividad fisica [24]. Diversas evidencias sefalan que la accién de
IGF-1 en el musculo cardiaco induce hipertrofia de tipo adaptativa o fisiolégica, por
ejemplo se ha observado que en ratones que presentan un incremento en la expresiéon
cardiaca de IGF-1 o de su receptor, se induce el crecimiento hipertréfico con una funcién
cardiaca normal o incrementada, sin signos histopatolégicos como necrosis o fibrosis, lo
gue concuerda con un proceso hipertrofico de tipo adaptativo [25, 26]. Por otro lado, Kim
et al. observaron que ratones transgénicos, cuyos cardiomiocitos carecian del receptor de
IGF-1, presentaban una disminucion en la respuesta hipertréfica cuando eran sometidos
a actividad fisica [27].

La interaccion entre IGF-1 y su receptor produce la activacién de la proteina fosfatidil-
inositol-3-quinasa clase la [PI3K(p110a)]. Las enzimas PI3K, corresponden a una familia
de quinasas de lipidos relacionadas a sobrevida, crecimiento y proliferacién celular, se
dividen en tres clases (clase I, Il, Ill) y a su vez las de clase | se subdividen en IA,
compuestas por una subunidad catalitica p110 («,3,6) y una subunidad regulatoria p85
0 p55, y en clase IB, compuestas por una subunidad catalitica p110+, regulada por
una subunidad p101. Entre las PI3Ks de clase 1 las mas abundantes en corazén son
p110a y p110~ [28]. McMullen et al. demostraron que PI3K(p110«) desempeia un papel
clave en el desarrollo de hipertrofia fisiolégica y no patolégica, observando que ratones
transgénicos que expresaban un dominante negativo para esta proteina a nivel cardiaco,
no generaban la respuesta hipertréfica cuando eran sometidos a un incremento en la
actividad fisica mediante natacion, al contrario de los animales transgénicos con bandeo
aortico [29]. PI3K(p110«) interactia con el fosfolipido de membrana fosfatidil inositol 4,5
bifosfato (PIP2), produciendo su fosforilacion en la posicion 3 del anillo inositélico, lo que
genera una sefal de reclutamiento para la proteina quinasa AKT y para su activador la
proteina quinasa 1 dependiente de 3-fosfoinositidio (PDK-1) a la membrana, forzando la
colocalizacién de ambas proteinas y dando como resultado la activacion de AKT [30]. Un

estudio reciente senalo que el ejercicio y un aumento en la actividad de la via PIBK/AKT
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en ratones con cardiomiopatia dilatada previene la progresion de la enfermedad en parte
por la inhibicion de las cascadas de sefalizacién involucradas en el proceso patoldgico
[31].

Principales estimulos y vias de senalizacion en hipertrofia cardiaca patoldgica
Como se mencioné anteriormente, agonistas de receptores heptahelicoidales acoplados
a proteina G heterotrimérica se han asociado al desarrollo de hipertrofia cardiaca
patoldgica, encontrandose una gran variedad de sustancias entre las cuales destacan:
endotelina-1 (ET-1), que genera una potente induccion hipertréfica a través de la via
MAPK y ademas, pareciera tener cierta participacion en la sobrevida del cardiomiocito
[32]; prostaglandina F2a (PGF2«), que mediaria la respuesta hipertréfica por la activacién
de PKC, p38, ERK, y donde también pareciera tener un rol importante la fosfatasa
calcineurina [33]; angiotensina Il (Angll), que es la principal substancia vasoactiva del
sistema renina-angiotensina con una gran variedad de acciones fisiopatol6gicas como
vasocontraccion, liberacidén de aldosterona y crecimiento celular [34].

El sistema adrenérgico desempena un papel fundamental en la regulacién de la
funcién cardiaca, catecolaminas como norepinefrina (NE) inducen la expresion del
fenotipo hipertréfico a través de la interaccién con receptores adrenérgicos de tipo a y
B (RAa y RAB). En el corazén se expresan tres isoformas del RA«ay: aia, a1 , aip
y tres isoformas del RAS: p1, B2 y B3, siendo éstos ultimos los mas predominantes a
nivel cardiaco con una relacién (;:8, de 80:20, mientras que la expresion de los RAa es
mas variable entre las distintas especies y comprenden solo un 20 % respecto al total de
receptores adrenérgicos presentes en el corazén [35, 36]. RAS; y RAS, se encuentran
principalmente regulando la actividad contractil del cardiomiocito, ambos receptores
estan acoplados a proteina Gs, activando adenilato ciclasa (AC), incrementando los
niveles de AMP ciclico (cCAMP) y activando la proteina quinasa dependiente de AMPc
(PKA), la activacion de PKA es de gran importancia para la mantencién de la actividad
contréctil, debido a que PKA regula la recaptacion y el influjo de Ca*tt mediante la
fosforilacion de canales de Ca?* tipo L y de fosfolamban [37]. RA3, también se encuentra

acoplado a proteina Gi, donde ademas de producir inhibicion de AC, participaria en la

25



activacion de la via MAPK a través de las subunidades G, en un proceso regulado por
la fosforilacion del receptor mediante PKA [38].

Los pacientes con insuficiencia cardiaca presentan un incremento en las
catecolaminas circulantes, produciéndose un aumento inicial en la capacidad contractil
del coraz6n, sin embargo, el incremento prolongado del tono adrenérgico genera
deterioro en la actividad cardiaca y se asocia con una desensibilizacion de RASs [39].
Ademas, un estudio mostré que en ratones transgénicos que expresaban en corazén
un dominante negativo para la quinasa de RASs, responsable de la desensibilizacién
de estos receptores, se generaba proteccion en contra del desarrollo de hipertrofia
cardiaca patolégica e insuficiencia cardiaca [40]. Los RA«a;, a pesar de presentar una
proporcibn menor en tejido cardiaco, desempefian un rol importante en el proceso
hipertrofico. El principal RA«; expresado en corazéon es el a;p, donde participaria
regulando la actividad contractil y el crecimiento cardiaco, RAa1p principalmente estaria
regulando la presién arterial, mientras que la activacién del RAa;4 pareciera presentar
efectos protectores frente el desarrollo del proceso hipretréfico patolégico e insuficiencia
cardiaca [9]. Los tres RAa; se encuentran acoplados a proteina Gg/11, por lo tanto,
la interaccién con su ligando genera la activacion de fosfolipasa C (PLC), la cual es
reclutada a membrana celular hidrolizando a PIP,, liberando inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). IP3 se une a su receptor en el reticulo sarcoplasmico liberando Ca?*
hacia el citosol, que junto a DAG producen la activaciéon de la proteina quinasa C (PKC).
Esta proteina posee diversas isoformas que cumplen roles distintos en la hipertrofia
cardiaca, al respecto las isoformas clésicas, PKCa y PKCg, participan en el desarrollo
de hipertrofia patolégica, mientras que las isoformas no convencionales, PKC§ y PKCe,
cuya activacion es independiente de Ca?*, participarian en la manifestacion del poseso
fisiolégico [41, 42]. Otra proteina regulada por Ca®* y de gran importancia en el proceso
hipertréfico es la proteina fosfatasa calcineurina (CN), que se encuentra formando un
heterodimero compuesto por una subunidad catalitica (CNA) y una subunidad regulatoria
(CNB). El incremento sostenido en el Ca?* citosolico, luego del estimulo adrenérgico en
el cardiomiocito, genera la interaccion entre calmodulina (CaM) y CNA provocando el

cambio estructural de la fosfatasa favoreciendo su conformacién activa, ésta a su vez,
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desfosforila diversos residuos en la porcidon amino-terminal del factor de transcripcion
NFAT que trasloca al nucleo y activa a genes involucrados en la respuesta hipertréfica
[43, 44]. m-TOR es otra proteina quinasa que desempefa un importante papel en la
sintesis de proteinas, su activacion puede ocurrir a través de factores de crecimiento
mediante PI3Ka o por factores neurohumorales a través de PI3BKS y la via MAPK, es
inhibida por la proteina quinasa glicégeno sintetasa 3 (GSK3) y se ha considerado como
una via final en el desarrollo tanto de hipertrofia patoldégica como fisiologica [42].

Es importante establecer que muchos de estos eventos ocurren en forma simultanea
en el poseso fisiopatoldgico, ademds los elementos que desencadenan la respuesta
hipertréfica y las diversas vias transduccionales presentan variados mecanismos de
regulaciéon entre si, existiendo un numero mayor de participantes y cascadas de
sefalizacion que las aqui mencionadas, |0 que genera un proceso de alta complejidad.
La Figura 1 muestra un resumen con los diferentes tipos de hipertrofia cardiaca y las

principales vias transduccionales activadas por IGF-1 y NE.

4.1.3. Eventos génicos en hipertrofia cardiaca

Las distintas cascadas de sefalizacion gatilladas por estimulos hipertroficos en el
cardiomiocito culminan en el ndcleo para dar origen a la regulacion en la expresion de
diversos genes que finalmente seran los responsables de inducir el fenotipo hipertréfico,
siendo los factores de transcripcidn las proteinas encargadas de regular este proceso.
Los factores transcripcionales cardiacos se encuentran representados por GATA, MEF2,

NFAT vy el factor transcripcional homeobox Csx/Nkx2-5 [45].
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Figura 1: Tipos de hipertrofia cardiaca y principales vias transduccionales activadas por
IGF-1 y NE en el cardiomiocito

En la parte superior de la figura se muestra un esquema con los diferentes tipos de hipertrofia
cardiaca de acuerdo al estimulo hemodinamico que las generan, destacandose el impacto en
la morfologia cardiaca y las respectivas condiciones asociadas al desarrollo de la respuesta
patolégica y fisiolégica. Las estructuras ilustradas en los circulos centrales representan a
cardiomiocitos donde las flechas indican la direccién del crecimiento en los distintos tipos de
hipertrofia cardiaca. El panel inferior muestra las principales cascadas transduccionales activadas
por IGF-1 y NE en el cardiomiocito. H.C: hipertrofia cardiaca, RA«: receptor adrenérgico tipo o,
RAS: receptor adrenérgico tipo 3, L: canal de Ca?™ tipo L.



Entre la familia de factores trancripcionales GATA, GATA4 ha sido uno de los mas
estudiados en el corazén, regulando en forma directa la transcripcion basal de un
amplio espectro de genes cardiacos como: la cadena pesada de la a-miosina (a-
MHC), péptido natriurético auricular (ANP), troponina cardiaca | y carnitina palmitoil
transferasa [45]. Esta proteina se activa mediante fosforilacién por ERK1/2 y p38 y en su
regulacion participa GSK345. La sobrexpresién GATA4 produce hipertrofia en cultivo de
cardiomiocitos y en corazon de raton, mostrando que tiene una importante participacion
en el proceso hipertrofico [46]. MEF2 se une a regiones del DNA ricas en A/T que han
sido identificadas dentro de zonas promotoras para diversos genes cardiacos (creatinaa
quinasa muscular, a-MHC, « actina esquelética y troponina cardiaca T, C e |, entre otras),
su activacién por p88MAPK y ERKS5 se ha relacionado ampliamente con la manifestacién
de hipertrofia [47, 48] y ademas existe evidencia de una interaccion sinérgica entre MEF2
y GATA4 [49].

NFAT tiene una importante participacion en el desarrollo del fenotipo hipertréfico, en
respuesta a estimulos hipertréficos como NE, NFAT se desfosforila por calcineurina en
su porcién amino terminal, especificamente en residuos conservados de serina, lo que
produce la translocacién de NFAT al nucleo donde controla la expresion de diversos
genes hipertréficos, en parte a través de la formacion de un complejo con GATA4 [50, 51].
Sin embargo, se ha demostrado que la activacién de NFAT por si sola es suficiente para
inducir el fenotipo hipertréfico en el cardiomiocito [43].

El factor Csx/Nkx2-5 se ha asociado con la activacion del programa genético cardiaco
debido a que posee diversos blancos rio abajo de importancia como ANP, calreticulina,
«- actina cardiaca y conexina 40. Su participacién en hipertrofia cardiaca se desconoce,
pero se ha observado que durante este proceso aumenta su expresion [10, 45].

GATA5, GATA6, TEF-1, HAND, SRF, HOP y Sp corresponden a otros factores
trancripcionales relacionados a la activacién de genes cardiacos, todos estos, incluyendo
los antes mencionados, presentan diversas interacciones entre si de tipo sinérgico y
antagonico, indicando un alto nivel de regulacién.

El proceso hipertréfico presenta un patrén genético caracteristico, los primeros genes

en ser inducidos son los denominados “genes de respuesta temprana” que incluyen c-fos,
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c-myc y c-jun entre otros, comenzando su transcripcién aproximadamente a los 30 miny
retornando a sus niveles basales dentro de las 24 a 48 h. Estos genes a su vez, regulan
la expresién de genes que codifican para proteinas relacionadas con la proteccion frente
al estrés en distintos tipos celulares, pudiendo ser inducidos en el cardiomiocito por
incremento en la carga hemodinamica, factores solubles como catecolaminas, factores
de crecimiento y por otras perturbaciones en la homeostasis miocardica como isquemia,
hipoxia y estrés osmético [52, 53]. Como un evento mas tardio, se induce la expresion
del programa genético fetal, donde proteinas que solo se expresan en corazén durante
la etapa del desarrollo embrionario vuelven a ser reexpresadas en el cardiomiocito
hipertréfico, por lo que se utilizan como parametros marcadores para determinar la
presencia de este proceso. Las principales proteinas del programa genético fetal son:
la cadena pesada de la 5 miosina (BMHC), que reemplaza a la isoforma « de la misma
proteina; la « actina esquelética (SKA), que reemplaza a la isoforma cardiaca y el péptido
natriurético auricular (ANP), cuya expresion queda relegada a auricula después del
nacimiento, pero que vuelve a expresarse en ventriculo durante la induccién del fenotipo

hipertréfico [17, 54].

4.1.4. Cambios metabdlicos en el cardiomiocito hipertréfico

El corazén requiere de grandes cantidades de energia para mantener su incesante
trabajo contractil, esto lo logra a través de la utilizacion de acidos grasos y glucosa
como principales sustratos para la generacion de ATP por la mitocondria. Los acidos
grasos son catabolizados en la matriz mitocondrial por el proceso de (5 oxidacion,
mientras que el piruvato derivado de lactato y glucosa es oxidado por el complejo piruvato
deshidrogenasa (PDH) ubicado en la membrana interna mitocondrial. El producto final de
ambas vias (la glicdlisis y la S oxidacion) es la generacidn de acetil-coA, que es oxidado
en el ciclo de Krebs para generar los factores reducidos NADH y FADH,. Estos a su
vez, participan en el transporte de electrones de la fosforilacion oxidativa, generandose
una gradiente de protones que mas tarde serd utilizada en la generacién de ATP [55].
El fosfato que se encuentra unido al ATP es transferido a una molécula de creatinaa

mediante la creatinaa quinasa mitocondrial (mtCK), formando fosfocreatinaa y ADP, la
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molécula de fosfocreatinaa es de tamano pequefio por lo que rapidamente difunde desde
la mitocondria hasta las miofibrillas donde es hidrolizada por la fosfocreatinaa quinasa
miofibrilar (CK) regenerando ATP, que es utilizado para el trabajo contractil, y creatinaa
que difunde nuevamente a la mitocondria [56].

En el proceso hipertréfico ocurren diversos cambios metabdlicos a nivel de la
utilizacion de sustrato, fosforilacion oxidativa y metabolismo del ATP. Bajo condiciones
normales la mayor cantidad de ATP se genera mediante la § oxidaciéon de acidos grasos
con un aporte del 60-90%, sin embargo en la hipertrofia cardiaca, al igual que en
el desarrollo fetal, se favorece la oxidacion de glucosa para generar energia. Estas
alteraciones metabdlicas implican cambios en la expresién de enzimas involucradas en
la utilizacion de acidos grasos, donde receptores nucleares como el receptor activado por
proliferadores de peroxisomas (PPARSs) y el receptor relacionado a estrégenos (ERR), al
igual que el coactivador de PPAR (PGC-1a), desempefian una funcién clave [55, 56].

Los receptores PPARs comprenden una familia de factores transcripcionales con tres
isoformas conocidas cuya actividad en la regulacion génica la desempenan mediante la
heterodimerizaciéon con el receptor de retinoides X (RXR), PPAR« regula la activacion
transcripcional de genes que codifican para enzimas mitocondriales claves en el
metabolismo de acidos grasos al igual que PPARgS3, mientras que PPAR~y participa
principalmente, en la regulaciéon del almacenaje de lipidos [55-57]. En modelos de
hiprertrofia cardiaca en humanos y animales, disminuye la actividad de PPARa de
manera proporcional a la reduccién de la oxidacién de ac. grasos, en base a estas
evidencias se considera la regulacién negativa de PPARa como un mecanismo clave
en el cambio de la utilizacién de sustrato, tipico de hipertrofia cardiaca [56, 58]. Estudios
recientes han demostrado que los agonistas especificos PPARS inducen la expresion
de enzimas mitocondriales relacionadas con la oxidacién de &cidos grasos en los
cardiomiocitos neonatos y adultos, al igual que ligandos selectivos para PPAR«a. Ademas,
la activacion de PPARpS rescata la expresion de estas enzimas en el cardiomiocito
carente de receptores PPAR«, demostrando la existencia de una via regulatoria entre
ambos receptores [55]. La isoforma PPAR~y se expresa en niveles inferiores a las antes

mencionadas en el musculo cardiaco. Los agonistas especificos para este receptor,
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inhibieron la inducciéon de marcadores hipertréficos en cardiomiocitos, pese a que no
mostraron cambios significativos en la induccién de enzimas metabdlicas mitocondriales
[55, 59].

Los ERRs corresponden a una subfamilia de receptores nucleares huérfanos
compuesta por tres integrantes, ERRa, ERR3 y ERR~. Diversas evidencias sugieren
que estos receptores participan en la expresién constitutiva de genes relacionados con el
metabolismo de acidos grasos, donde la isoforma ERR« parece tener una participacion
mayor en el metabolismo cardiaco. Al respecto se ha descrito que el ERRa« participa en la
regulacion de genes relacionados con la captacion de &cidos grasos, con la S-oxidacién y
con el transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa mitocondrial, asi como también
activa la expresiéon génica de PPAR« [60, 61]. Algunos estudios han mostrado que el
tratamiento con estrogenos (17-3-Estradiol) disminuye la respuesta hipertréfica frente a
sobrecarga de presién y de volumen [62, 63].

El PGC-1« fue inicialmente identificado en adipocito marrén como el coactivador de
PPAR~, actualmente se considera como un elemento integrador en la red transcripcional
que regula la biogénesis y funcion mitocondrial [55]. PGC-1a regula los genes
involucrados en la captacion y metabolismo mitocondrial de acidos grasos a través de
la coactivacién directa de PPARs y ERRs. Ademas, PGC-1« también coactiva a los
factores nucleares respiratorios (NRFs), cuyos blancos directos rio abajo corresponden
a genes involucrados en la biogénesis y la respiracién mitocondrial [58, 60, 61]. La
expresion de PGC-1« en el corazon se incrementa en el nacimiento, al mismo tiempo
que aumenta la capacidad oxidativa de este 6érgano y la oxidacion de glucosa es
desplazada por la 3 oxidacién de acidos grasos. Este coactivador se induce por
estimulos fisiolégicos que incrementan la demanda de ATP y estimulan la oxidacién
mitocondrial incluyendo exposicién al frio, ayuno y ejercicio. Ademas en cultivos primarios
de cardiomiocitos, PGC-1« incrementa el niumero de mitocondrias, induce expresién
de proteinas mitocondriales y aumenta la tasa de oxidacion de &acidos grasos. Al
igual que PPARq, los niveles de PGC-1a disminuyen en hipertrofia cardiaca y su
sobreexpresion asi como también el tratamiento con agonistas de PPAR« previenen la

manifestacion de hipertrofia cardiaca y mejoran la actividad contractil [55, 57, 64]. La

32



progresion del proceso hipertréfico conlleva una disminucion gradual, pero progresiva, en
el metabolismo oxidativo, sin embargo esta disminucién en la actividad mitocondrial no es
solamente un efecto secundario, sino que también cumple una importante funcién en la
patogénesis del proceso puesto que, como se discutira en la siguiente seccion, cualquier
disminucioén en la disposicion energética se traduce en fallas de la actividad contractil del
cardiomiocito, situando a la mitocondria como un elemento clave en la manifestacién y

desarrollo de hipertrofia y diversas patologias cardiacas.

4.2. Mitocondria y patologia cardiaca

Los procesos bioenergéticos que ocurren en la mitocondria son esenciales para
mantener la viabilidad celular, sin embargo, en forma paraddjica, también son criticos
en eventos de muerte celular [65—67]. La disfuncidén mitocondrial, caracterizada por un
desbalance entre la produccion de ATP y su utilizacion, cambios en la homeostasis i6nica
y produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) [68—71], produce dafio celular que
finalmente culmina en el término de la vida Gtil de la célula mediante procesos de necrosis
0 apoptosis [72], esto cobra mayor importancia en células terminalmente diferenciadas
como los cardiomiocitos que ademas requieren grandes cantidades de energia para
mantener el trabajo contractil.

La estrecha relacién que existe entre las funciones cardiaca y mitocondrial queda de
manifiesto en modelos transgénicos que conducen a fallas mitocondriales y finalmente a
un menor aporte energético y disfuncién de éste organelo. Por ejemplo, el translocador
de nucleétidos de adenina (ANT), es un intercambiador mitocondrial codificado en tres
diferentes genes (Ant 1, 2 y 3) que intercambia ATP mitocondrial por ADP citosélico
a través de la membrana interna, siendo un importante regulador entre la produccion
de ATP y su consumo en la matriz mitocondrial. En 1997, Graham et al. observaron
que ratones Ant1~/— (la isoforma mas expresada en corazén) presentaban defectos
en la funcién del sistema de fosforilacién oxidativa y un progresivo fenotipo hipertréfico
cardiaco [73]. Otro ejemplo es el factor transcripcional mitocondrial A (TFAM) que
es esencial para la biogénesis y funcién de este organelo. Ratones homozigotos

TFAM~/~ sufren cardiomiopatia embrionaria letal, mientras que los ratones heterozigotos

33



presentan una reduccién aproximada del 50 % en la expresién del factor transcripcional
y son viables hasta los 20 dias donde manifiestan cardiomiopatia dilatada [74]. Por
otra parte, la evidencia clinica indica que el metabolismo bioenergético mitocondrial
desempefia un papel critico en el desarrollo de patologias cardiacas, observandose
individuos con una variedad de cardiomiopatias asociadas a defectos especificos en
genes que codifican para proteinas mitocondriales o metabdlicas como subunidades del
complejo respiratorio, enzimas participantes en la oxidacién de acidos grasos y moléculas

relacionadas al ensamblaje del complejo 1V, entre otras [75].

4.2.1. Mitocondria e insuficiencia cardiaca

La insuficiencia cardiaca es una condicién compleja provocada por situaciones
isquémicas y diversos estimulos neurohumorales, se caracteriza por una disminucion en
la fuerza contractil, aumento en la frecuencia del miocardio, reduccién en la capacidad
para responder frente a factores hipoxicos y oxidativos, cambios en canales idnicos
y funcién electrofisiologica, incremento en la fibrosis y remodelado celular ademas
de cambios en las reservas bioenergéticas y en la utilizacion de substratos [57, 76].
Observaciones en modelos animales y en estudios clinicos muestran que defectos en
la bioactividad mitocondrial pueden ser la base de varios de los aspectos fenotipicos
antes mencionados [77].

En el corazén insuficiente se producen cambios en las diversas etapas que participan
en la producciéon energética, por ejemplo, en etapas tempranas de la insuficiencia
cardiaca se produce un incremento en la utilizacion de glucosa mientras que el uso de
acidos grasos disminuye a medida que la patologia avanza [78, 79]. Los niveles de ATP
disminuyen aproximadamente un 30 % en estadios avanzados de insuficiencia cardiaca,
mientras que las actividades de la mtCK y la CK son reducidas aproximadamente a un
20 % y 50 % respectivamente, comparado con sus valores normales [80—82]. En modelos
animales la cantidad total de creatinaa cardiaca fosforilada a la forma de fosfo-creatinaa
disminuye aproximadamente en un 60 % y la magnitud de esta deplecion se correlaciona
con la severidad de la patologia [77]. Todo esto produce una disminucion importante en

la transferencia de ATP y en el flujo de energia intracelular calculandose una disminucién
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en el aporte energético a las miofibrillas de un 71 %. Estas anormalidades metabdlicas
contribuyen a la disfuncion del trabajo contractil y a la pérdida de las reservas inotrépicas,
caracteristicas tipicas de insuficiencia cardiaca [57].

Otro factor importante a considerar es la participacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en el desarrollo de la insuficiencia cardiaca debido a que gran parte
de estas moléculas son producidas en la mitocondria. Ademas el incremento en la
produccién de ROS se ha asociado a la generacién de danos en el DNA mitocondrial
y a pérdida en la funcion de este organelo. En cultivos primarios de cardiomiocitos se
ha observado que la exposicion a ROS induce hipertrofia y apoptosis, mientras que en
fibroblastos produce activacién de metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP). En
la insuficiencia cardiaca se incrementa la generaciéon de ROS y por consecuencia también
la activacion de las MMP [83]. Al disminuir la actividad de ROS con dimetiltiourea, se
impide el remodelado ventricular y la progresién de la insuficiencia cardiaca a través de
la inhibicion de MMP-2, lo que demuestra la importancia de la produccién de ROS en el

desarrollo de esta patologia [84].

4.2.2. Mitocondria, eventos de isquemia - reperfusion y preacondicionamiento

isquémico

Los eventos de isquemia y reperfusion (IR) tienen gran impacto a nivel cardiaco
por el excesivo dafo y muerte celular que en ellos se produce. Durante la IR las
células cardiacas son expuestas a hipoxia e inhibicién metabdlica, afectandose la
estructura y funcién mitocondrial. El dafo isquémico tempranamente produce hinchazon
de las mitocondrias y desacoplamiento entre la fosforilacion oxidativa y la respiracién
mitocondrial, mas tarde se produce deplecién de ATP, disminuyendo el estado energético
celular y conduciendo a la muerte [85, 86].

Las condiciones que se generan en IR como el incremento en la concentracién
de calcio intramitocondrial, fésforo inorganico (Pi) y aumento en la formacion de ROS,
provocan la apertura del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (PTPM).
Este es una estructura proteica anclada a la membrana interna mitocondrial y que

normalmente se encuentra cerrada, sin embargo, cuando se abre produce un incremento
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en la permeabilidad permitiendo la entrada de moléculas menores de 1,5 kDa lo que
genera un movimiento de solutos hacia la matriz mitocondrial e hinchamiento de las
mitocondrias. Ademas, la apertura del PTPM no solo reduce la sintesis de ATP, sino que
también genera un funcionamiento inverso de la maquinaria mitocondrial produciéndose
hidrélisis del ATP generado por la glicélisis o por otras mitocondrias funcionales [86].
Los antecedentes actuales muestran que la apertura del PTPM es un evento clave
en la generacién de dano celular en la IR, es por esto que actualmente se investigan
diversos protocolos cardioprotectores cuyo objetivo es impedir que éste evento ocurra,
ya sea mediante el uso de inhibidores directos del PTPM como ciclosporina A, o
a través de estrategias indirectas como las disminuciones (durante la reperfusion)
de la sobrecarga de Ca’*t, del estrés oxidativo y pH intracelular [85]. Por otro lado,
numerosos estudios han demostrado que breves periodos repetidos de isquemia brindan
proteccién cardiaca frente a periodos isquémicos prolongados. A este régimen se
le conoce como preacondicionamiento isquémico y entre los posibles mecanismos
involucrados figura el aumento en la expresién de proteinas que desempenan un papel
protector como las relacionadas a sobrevida celular y enzimas con actividad antioxidante
[87]. El preacondicionamiento isquémico disminuye la muerte celular por necrosis y
apoptosis impidiendo la activacién de células inflamatorias, disminuyendo la expresién
de proteinas proapoptéticas como BAX y Bad e incrementando la expresién de proteinas
antiapoptoéticas como Bcl-2 [88, 89]. Finalmente todas estas sefiales previenen el influjo
de Ca’* dentro de la mitocondria, la apertura de PTPM vy la liberacién de citocromo c,
observandose una disminucién en el tamano del territorio isquémico y en la incidencia de

arritmias cardiacas [90].

4.2.3. Mitocondria y cardiopatia diabética

Hoy en dia se reconoce a la diabetes mellitus como un factor de riesgo cardiovascular
independiente cuya progresién genera anomalias en la funciéon contractil, hipertrofia
ventricular y disminucion en la tolerancia isquémica del musculo cardiaco, teniendo
gran importancia los cambios en el metabolismo mitocondrial que se producen durante

la enfermedad [91, 92]. En el coraz6n diabético, al contrario de lo que ocurre en
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insuficiencia cardiaca, se produce un incremento en la §-oxidaciéon de acidos grasos
y una disminucién en el uso de glucosa para la generacién de energia. EI cambio
en el metabolismo cardiaco parece estar relacionado con la disminucién del efecto
de la insulina sobre diversos tejidos, lo que finalmente conduce a un incremento de
la liberacién de acidos grasos desde el higado y adipocitos, esto a su vez genera la
activacién de factores y cofactores transcripcionales relacionados al metabolismo de
estos mismos como PPAR«a y su coactivador PGC1-«, produciéndose aumento en la
expresién de proteinas responsables de la captacion y metabolizacién de acidos grasos
en la mitocondria. Ademas se genera una reduccién crdénica en la capacidad glicolitica
cardiaca y el metabolismo oxidativo de la glucosa disminuye por una caida en la actividad
de la piruvato deshidrogenasa [93—95].

Todos los cambios metabdlicos que se producen en el corazén diabético, al parecer
son producto de una respuesta adaptativa secundaria al aumento de acidos grasos
circulantes, sin embargo, el corazén no es un 6rgano adaptado para el almacenaje de
acidos grasos, por lo tanto, su acumulacién conlleva consecuencias degenerativas para
la funcion cardiaca. Los estudios en modelos animales de diabetes han revelado que
el 60 % de las proteinas que aumentan su expresion se localizan en mitocondria. Estas
proteinas corresponden principalmente a transportadores y enzimas del metabolismo de
acidos grasos y su incremento altera la composicion lipidica mitocondrial disminuyendo
la eficiencia en la produccion de ATP e incrementando la produccion de ROS. Ademas
la -oxidacién es un 10% menos eficiente en la generacion de ATP por consumo de
oxigeno que la utilizacion de glucosa [96, 97].

Respecto a la produccién de ROS, su aumento contribuye al desarrollo y la progresion
de cardiomiopatia diabética, observandose una disminucién en la disfuncion cardiaca
cuando se activan mecanismos antioxidantes [98]. Al respecto, la sobreexpresién de
metalotionina, glutatién peroxidasa y la manganeso superéxido dismutasa en el corazon,
produce reversion de la sintomatologia asociada a la cardiomiopatia diabética en modelos

animales relacionados a diabetes mellitus tipo 1 y 2 [98—100].
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4.2.4. Mitocondria y patologia vascular

La relacién mas documentada entre mitocondria y patologia vascular corresponde
al incremento del estrés oxidativo sobretodo en el desarrollo de arteriosclerosis,
observandose que una disminucion en la actividad de los mecanismos antioxidantes
mitocondriales exacerba la sintomatologia de la enfermedad, mientras que la disminucion
de la formacion de ROS en la mitocondria, reduce la aterogénesis [101—103] Ademas,
como se ha mencionado, el aumento en la produccion de ROS provoca la apertura
del PTPM, gatillando eventos de muerte en células endoteliales y de la musculatura
lisa vascular [101, 104]. La mitocondria ademas de ser una importante fuente de ROS
también es blanco de estas moléculas experimentando modificaciones que producen
disfuncion del organelo y como consecuencia mayor produccion de ROS. Estos eventos,
conducen a disfuncién endotelial, proliferacién de células de la musculatura lisa vascular
y macréfagos generando un aumento de las patologias vasculares [103].

El endotelio vascular es un gran productor de 6xido nitrico (NO), éste modula la
formacién de ROS mitocondriales a través de la inhibicién reversible de la citocromo ¢
oxidasa, produciendo dafos a la funcion de la cadena respiratoria [105]. También, el NO
puede reaccionar con el aniéon superoxido generando peroxinitrito, produciendo nitracién
irreversible de proteinas, observandose que un tercio de estas proteinas nitrosiladas son
de origen mitocondrial [106].

La hipertensién arterial es un factor de riesgo cardiovascular asociado a disfuncién
endotelial y produccion de ROS, donde alteraciones en la funcion mitocondrial parecen
tener un papel protagénico [107—-109], observandose un deterioro en la produccion
energética y una disminucion en la actividad del complejo IV en cardiomiocitos de ratas
espontaneamente hipertensas [110, 111]. Otro importante factor de riesgo cardiovascular
es el envejecimiento, encontrandose en diversos estudios en humanos y modelos
animales una disminucién en la actividad de la cadena transportadora de electrones y en
la capacidad de sintesis de ATP, como consecuencia de la acumulacién de mutaciones

oxidativas en el DNA mitocondrial [103].
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4.3. Dinamica mitocondrial
4.3.1. Definicion

Las mitocondrias son organelos altamente especializados, poseen una doble
membrana caracterizada por invaginaciones llamadas “crestas” en la porcién interna,
ademas de genoma y sistema de transcripcion/traduccion propios [112]. Aparte de
proveer energia en la célula eucarionte, la mitocondria participa en la mantencion
de la homeostasis de Ca’?*, metabolismo de lipidos y regulacion de la apoptosis,
entre otras funciones [113, 114]. Diversos estudios han revelado que la morfologia
mitocondrial no es constante, sino que es un proceso de gran plasticidad, observandose
que estos organelos forman redes interconectadas entre si, definidas como reticulo
o red mitocondrial, donde su estructura, distribucién y actividad dependen del
balance de dos procesos opuestos, la fisién y la fusién mitocondrial [112, 115]. Los
primeros estudios focalizados a comprender la dinamica mitocondrial se realizaron en
levadura (Saccharomyces cerevisiae), gracias a estas investigaciones se identificaron
las principales proteinas de la maquinaria molecular basica. Ademas, posteriormente
se constatd, que el mecanismo que regula la dindmica mitocondrial se encuentra
conservado evolutivamente para diversas especies, incluido el hombre [116]. El
desbalance entre los mecanismos de fusién y fisién produce severas alteraciones en
la morfologia mitocondrial. Disminucion en los procesos de fusién da como resultado
fragmentacion de la red en pequefias esferas debido a un predominio de los posesos
de fision. Por el contrario, cuando la fision es bloqueada se produce agregacion de las
mitocondrias, formando largas estructuras tubulares, por un aumento del proceso de
fusion. Ademas de la regulacion morfoldgica, los eventos de dindmica mitocondrial se
encuentran estrechamente relacionados a la actividad bioenergética de este organelo.
Las células cuyos procesos de fisién/fusién han sido modulados presentan anomalias
en diversos parametros metabélicos, donde al parecer, mitocondrias con un incremento
en la fusion presentan una mayor actividad. Sin embargo, ain no se ha determinado en

forma clara esta relaciéon [117, 118].
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4.3.2. Maquinaria molecular de la fusion mitocondrial

Proteinas involucradas. Diversos estudios han identificado los principales actores que
constituyen la maquinaria de fusién mitocondrial. El primero fue la proteina Fzo con
participacién en la espermatogénesis de Drosophila y mas tarde en levadura como
Fzo1p cuyo homélogo en mamiferos es la proteina mitofusina (Mfn) de la cual se han
identificado dos isoformas, Mfn1 y Mfn2 [116—119]. Ambas isoformas de Mfn consisten en
largas GTPasas ubicadas en la membrana externa mitocondrial con una homologia en su
secuencia de un 81 % aproximadamente. La regién transmembrana de estas proteinas
tiene una forma de U, ubicando a las porciones N-terminal (con actividad GTPasa) y
C-terminal en el citosol [118]. Ademas del dominio GTPasa, Mfn1 y Mfn2 presentan
dominios “coil-coil”, por lo que son capaces de formar homo o heterodimeros con la
Mfn de la mitocondria adyacente, provocando el acercamiento entre ambas mitocondrias
y culminando con la fusion de las membranas externas [120]. Tanto Mfn1 como Mfn2
son indispensables para mantener niveles de fusion mitocondrial normales, puesto que
células que carecen de alguna de estas isoformas presentan una disminucion significativa
en el proceso de fusién. Ademas cuando se bloquea la expresién de Mfn1, el proceso de
fusién es rescatado por sobreexpresion de Mfn2 y viceversa, por lo que ambas parecen
presentar actividades similares [117, 120, 121]. Sin embargo, diversos estudios han
relacionado a Mfn2 con distintos roles fisioldgicos, observandose que también participa
en la modulacién de procesos bioenergéticos, en el acercamiento de la mitocondria con el
reticulo endoplasmico y en la proliferacién celular [122—124]. Mutaciones en el gen MFN2
, principalmente en el dominio GTPasa, se asocian al desarrollo de la enfermedad de
Charcot Marie Toth 2A, neuropatia que cursa con degeneracion progresiva de neuronas
periféricas sensoriales y motoras [125].

OPA-1 (Optic atrophy) es otra proteina perteneciente a la familia de las dinaminas
con actividad GTPasa en la porcion N-terminal y al igual que Mfn es esencial para la
fusiébn mitocondrial. Su nombre se debe a que mutaciones genéticas, principalmente
ubicadas en la region GTPasica de esta proteina, se han asociado a la manifestacién

de atrofia Optica autosémica dominante, que es la mas comun de las neuropatias

40



oOpticas familiares [126, 127]. OPA-1 se ubica principalmente en el espacio intermembrana
donde se encuentra asociada a membrana interna, sin embargo posee ocho isoformas
generadas por corte y empalme alternativo y sufre modificaciones postransducionales
mediante protedlisis generandose formas largas y cortas, por lo que su ubicacién es
variada [128, 129].

La fusion mitocondrial culmina con la uniébn de ambas matrices mitocondriales
para formar una nueva unidad, esto involucra la fusién coordinada de la membrana
externa e interna. Al respecto se ha sefalado que Mfn y OPA-1 trabajan juntas en
este proceso, donde OPA1 se encontraria regulando los cambios relacionados a la
membrana interna [120, 130, 131], observandose que su sobreexpresién en células
MEF produce agregacion mitocondrial tubular de manera Mfn1 dependiente [132]. Por
otro lado, andlisis de microscopia electrénica en células que presentan una disminucién
en la expresién de OPA1, han revelado fragmentacion de la red y desorganizacién
de las crestas mitocondriales, concluyéndose que OPA1, ademas de regular la fusién
mitocondrial, también participa en la organizacién de la arquitectura interna de la
mitocondria. En levaduras, estudios de inmunoprecipitacion han evidenciado interaccion
entre los ortdlogos de Mfn1/2 y OPA-1 (Fzo1p y Mgm1p, respectivamente), donde una
tercera proteina llamada Ugo1p, también requerida para la fusion, interactuaria con
este complejo. Sin embargo, no se ha observado interaccién bioquimica entre ambas

proteinas en células de mamiferos [120, 133].

Regulacién. Recientemente Eura et al.[134] identificaron una proteina que interactia
con Mfn1/2 modulando su actividad. Esta proteina recibe el nombre de MIB (mitofusin
binding) y contiene un dominio conservado de unién a una coenzima que fija e hidroliza
nucleétidos. La sobreexpresién de MIB genera fragmentacién mitocondrial, mientras que
la disminucién de su expresion conduce a elongacion de las mitocondrias, ademés se
constato interaccion entre MIB y las proteinas de fusion Mfn1/2 y no con la proteina
de fision Drp-1, por lo que se sospecha que MIB a través de su dominio de unién a
nucleétidos interactia con Mfn1/2, impidiendo la hidrélisis de GTP [134].

MARCH-V es otra proteina relacionada al proceso de fusién mitocondrial que ha
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sido identificada como una proteina integral de la membrana externa mitocondrial
con actividad ubiquitina ligasa. Los estudios de inmuno-precipitacion han revelado que
MARCH-V interactia con Mfn2 y su sobreexpresiéon produce agregacién tubular de
las mitocondrias de manera Mfn2 dependiente. Ademas, como se vera mas adelante,
MARCH-V también modula la actividad de la maquinaria de fisiébn [135]. Zhou et al.
[136] mostraron que Mfn2 puede ser fosforilada por PKA en el residuo Ser422. Esta
fosforilacion disminuye los efectos antiproliferativos que Mfn2 ejerce sobre las células de
la musculatura lisa vascular, de manera independiente a la modulacién de la morfologia
mitocondrial.

Se ha descrito que la dindmica mitocondrial se modula durante la apoptosis, al
respecto los factores proapoptéticos Bax y Bak regulan el ensamblaje de Mfn2 en
complejos de alta masa molecular, debido a que en ausencia de estas proteinas Mfn2
forma complejos de menor tamaro y se ve alterada su distribucion subcelular. Ademas
en células doble knockout para Bax/Bak, se observé una disminucién en los procesos
de fusion mitocondrial, primando una morfologia preferentemente fragmentada de éste
organelo [137]. Por otro lado, las proteinas antiapoptéticas Bel-xL y CED-9, promueven la
fusion de la red mitocondrial mediante interaccion fisica con Mfn2 [138].

Como se mencioné anteriormente, OPA-1 existe al menos como 8 isoformas
generadas por corte y empalme alternativo, distribuyéndose en distintas zonas de la
mitocondria, todas ellas sintetizadas como proteinas precursoras con una secuencia
de localizacion mitocondrial en la porcién N-terminal, la cual es removida durante la
importacion a la mitocondria por una peptidasa mitocondrial generando las formas
largas de la proteina, que posteriormente son procesadas para generar las formas
cortas en el espacio intermembrana por la proteasa YME1L, o en la matriz mitocondrial
por las proteasas Afg3l1/2 o paraplegina. Ambas formas de OPA-1 (largas y cortas)
son necesarias para mantener una tasa de fusién mitocondrial normal [129, 139]. La
pérdida del potencial de membrana mitocondrial, ya sea por el uso de un agente
desacoplante como CCCP o por eventos como la deplecion del DNA mitocondrial,
provoca fragmentacion de la red mitocondrial con una rapida conversion de las

formas largas de OPA-1 a las formas cortas mediante la accion de la proteasa
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OMA1, observandose que el silenciamiento de esta proteasa inhibe completamente el
procesamiento de OPA-1. OMA-1 es una metaloproteasa dependiente de zinc, inserta
en la membrana interna de la mitocondria donde se encuentra en dos fomas, una de
40 kDa y otra de 60 kDa, siendo esta ultima la forma activa, la cual se acumula en la
mitocondria durante eventos de disipacion del potencial de membrana mitocondrial, lo

que lleva finalmente a la protedlisis de OPA-1 [140, 141].

Funcién. Los procesos de dinamica mitocondrial cambian constantemente la identidad
de este organelo, con la fusién se obtiene nuevo material mitocondrial mientras que
con la fisién se retira, es posible que este intercambio de material prolongue la vida
util de la mitocondria, puesto que cuando las mitocondrias pierden la capacidad de
interactuar con sus pares, principalmente por anomalias en la fusién, los defectos en este
organelo, como pérdida de sustratos o de metabolitos, no podran ser complementados
por la unién con otra mitocondria, ademas el proceso de fusién puede proteger a la
mitocondria de los efectos deletreos provocados por la mutacion o la pérdida de su
DNA, puesto que al fusionarse el material génico es complementado [117]. Chen et
al. observaron que en células carentes de Mfn1 o Mfn2 se producia disminucion en la
respiracion celular, disipacion del potencial de membrana mitocondrial y retardo en el
crecimiento celular, resultados similares se obtuvieron cuando se utilizo un siRNA para
OPA-1 [130]. Estos cambios metabdlicos pueden ser el resultado de una disminucién
en el intercambio de componentes matriciales, debido a una caida en la tasa de fusién
mitocondrial. En concordancia con esta observacion, la disminucién en los niveles de
Mfn2, mediante el uso de un adenovirus antisentido en células musculares, disminuye
la capacidad oxidativa mitocondrial, que se relaciona con la disminucién en la expresién
de algunos de los complejos del sistema de fosforilacion oxidativa [122]. Ademas este
mismo grupo de investigacion determiné que la actividad fisica incrementa los niveles del
mRNA de Mfn1, Mfn2, el factor nuclear respiratorio 2 y el complejo IV de la fosforilacion
oxidativa [142], asi como también observaron aumento en la expresién de Mfn2 en
musculo esquelético y adipocito marrén, en condiciones que generan un incremento

en la demanda energética, como exposicién a bajas temperaturas y tratamiento con
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agonistas (3-adrenérgicos, encontrdndose ademas, sitios de unién especificos para
PGC-1a 'y ERRa en la region promotora de Mfn2 [143]. Mfn2 también se encuentra en las
membranas asociadas a mitocondria del reticulo endoplasmatico, donde interactia con
las Mfns mitocondriales para generar uniones inteorganelares. Estos contactos tienen
gran importancia fisiolégica para la sefializacion por Ca*, el intercambio de metabolitos,
la apoptosis y el metabolismo mitocondrial [123, 144, 145].

La interpretacion de todos estos resultados puede llevar a generar como conclusién
que el proceso de fusiébn mitocondrial se encuentra asociado a un incremento en la
actividad bioenergética de la célula, sin embargo, como se vera mas adelante, algunos
trabajos han mostrado que esta relaciéon no siempre ocurre en ese sentido, por lo tanto
debe tenerse presente, que los procesos de fision mitocondrial también son necesarios

para el correcto funcionamiento de la mitocondria.

4.3.3. Maquinaria molecular de la fision mitocondrial

Proteinas involucradas. Drp-1 (Dinamin related protein) y Fis-1 (Fission) han sido
identificadas como las proteinas responsables del mecanismo de fision. Drp-1 presenta
dos distribuciones, una porcién se encuentra en el citosol y otra en reticulo mitocondrial
donde se distribuye como un discreto patrén punteado indicando los futuros sitios de
fision. Esta proteina presenta distintos dominios caracteristicos de la familia dinaminas
GTPasas incluyendo dominio GTPasa, dominio central y dominio GTPasa efector [117,
118]. La inhibicién de Drp-1 por un dominante negativo, o la utilizacién de un siRNA
conduce a un incremento en el tamano y en la interconectividad del reticulo mitocondrial
como efecto secundario a un aumento de la fusion, indicando que cumple un rol clave en
el proceso de fision [131].

Fis-1 es el otro componente clave en la fision mitocondrial. Fis-1 es una pequefia
proteina distribuida uniformemente en la membrana externa de la mitocondria, anclada a
esta mediante su extremo C-terminal, donde su mayor parte queda expuesta al citosol.
La sobreexpresion de Fis-1 produce fragmentacion de la red mitocondrial en forma
dependiente de Drp-1, mientras que el bloqueo de su actividad conduce a elongacién

del tdbulo mitocondrial [117, 146]. El reclutamiento de Drp-1 a la mitocondria es un
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paso importante para el proceso de fisién. En levaduras Dnmp1 (analogo de Drp-1) se
recluta a mitocondria mediante Fis-1p a través de adaptadores como Mdvip y Caf4p,
pero en mamiferos no se ha observado una interaccion directa entre estas dos proteinas
in vivo, sélo se ha mostrado una asociacion débil utilizando proteinas recombinantes
[147]. La disminucién de los niveles de Fis-1 por un siRNA no cambi6 la migracién de
Drp-1 a membrana mitocondrial [118, 148]. Un estudio reciente informé la participacion
de la proteina Mff (Mitochondrial Fission Factor) en el proceso de fision mitocondrial de
mamiferos, observandose que una reduccién en su expresion disminuye el reclutamiento
de Drp-1 a la membrana externa y fusiébn mitocondrial. Interesantemente, la fisién
mitocondrial inducida por sobreexpresion de Mff es independiente de la actividad de Fis-1

[149].

Regulacion. Durante el proceso de fisibn mitocondrial se producen cambios y
redistribucion de las proteinas responsables, por ejemplo, se ha determinado que Fis-1
se organiza alrededor de los futuros sitios de fusidén, oligomerizando en complejos de
aproximadamente 200 kDa en la membrana externa mitocondrial, siendo esta interaccion
de gran importancia para su actividad [150].

Por otro lado, la proteina Drp-1 parece ser la mas ampliamente regulada de todas las
proteinas relacionadas a la dindmica mitocondrial en células de mamiferos, al respecto
Taguchi et al. demostraron que durante la mitosis, Drp-1 es fosforilada por Cdk1/ciclina
B en serina 585, produciendo un incremento en su actividad y dando como resultado
la fragmentacion de la red mitocondrial para poder repartir dicho organelo entre ambas
células hijas [151]. En otro estudio se observ6 que en neuronas y células HelLa expuestas
a elevadas concentraciones de K™se producia fragmentacién mitocondrial debido a la
fosforilacion de Drp-1 en serina 600 por la accion de la proteina quinasa la dependiente
de Ca?*/ calmodulina (CAMKIa), que a su vez es activada por el influjo de Ca?*a través
de canales dependientes de voltaje, concluyéndose que la fosforilacion por CAMKI«
incrementa la actividad de Drp-1 [152]. Drp-1 también puede ser fosforilada por PKA en
serina 637, pero esta fosforilacién, a diferencia de las descritas, produce una disminucion

del reclutamiento de Drp-1 a membrana mitocondrial y por ende una disminucion en
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la fision de la mitocondria. Sin embargo, este sitio de fosforilacion también es blanco
de la fosfatasa calcineurina que a través de su accién sobre Drp-1, genera incremento
en la migracion de esta proteina hacia la mitocondria y por lo tanto fragmentacién de
este organelo [153, 154]. Como se mencion6 anteriormente, la proteina mitocondrial E3
ubiquitin ligasa MARCH-V participa en la modulaciéon de la dinamica mitocondrial. Sin
embargo los resultados son controversiales debido a que Nakamura et al. han descrito
que su sobreexpresion produce elongacion mitocondrial, mientras que Karbowski et al.
mostraron que el uso de un siRNA para disminuir la expresion de MARCH-V genera este
mismo efecto. Pese a estos antecedentes contradictorios, en ambos trabajos observan
que MARCH-V interactia con Drp-1, regulando su distribucién subcelular [135, 155]. Los
experimentos de inmunoprecipitacion han revelado asociacion entre Drp-1, la proteina
SUMO y su enzima de conjugacién Ubc9, confirmandose que ambas proteinas forman
un complejo funcional que modifica a Drp-1, disminuyendo su degradacién y generando
fision mitocondrial [156, 157]. Ademas durante la apoptosis, se produce un incremento
en la sumoilacion de Drp-1, que es dependiente de la presencia de las proteinas
proapoptoticas Bax y Bak, lo que incrementa su asociacién con la membrana mitocondrial
[158].

Funciéon. Los eventos de fision mitocondrial se encuentran presentes en diversas
etapas de la vida celular, por ejemplo, como se ha mencionado, durante la mitosis se
produce fragmentacién de la red mitocondrial para facilitar la distribucion de este organelo
entre las células hijas, mediante la regulacion que ejerce Cdk1/ciclina B sobre la actividad
de Drp-1 [151]. También se ha observado que la mitocondria cumple un importante
papel en la apoptosis, debido a que la red mitocondrial es rapidamente fisionada al
inducirse este tipo de muerte celular, donde se ha observado un aumento en el patrén
punteado de Drp-1 que co-localiza con BAX. Al utilizar un siRNA para Drp-1 se impide
la fragmentacion y disminuye la muerte celular, al igual que cuando se utiliza un siRNA
para Fis-1, impidiéndose la translocacion de BAX y la liberacién de citocromo ¢ [137].
Por lo tanto, una célula que muere mediante apoptosis, experimenta eventos de fision

mitocondrial al menos durante el comienzo y el final de su vida.
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Anteriormente se ha discutido la relacion que existe entre los cambios morfol6gicos
y la actividad de la red mitocondrial, destacandose que las primeras publicaciones
asociaban a la fusion mitocondrial, principalmente a través de un aumento en la
intercooperatividad del organelo, con un incremento en la funcion y eficiencia de la
mitocondria. Esta relacién se encuentra apoyada por el hallazgo de la participacion
de Mfn2 y OPA-1 en los procesos metabdlicos y en la estructuraciéon de las crestas
mitocondriales respectivamente [122, 130, 146]. Sin embargo, los trabajos posteriores,
han sugerido que esta relacion no siempre se cumple. Es asi como Benard et
al. observaron que al disminuir la expresién de Drp-1, se genera fusién de la red
mitocondrial, acompafnada de una disminucion en el consumo de oxigeno, en el contenido
de ATP intracelular y en la actividad del complejo IV de la fosforilacion oxidativa [159].
Ademas, posteriormente, Parone et al. obtuvieron resultados similares al utilizar un
siRNA contra Drp-1, observandose disfuncion mitocondrial, incremento en la produccién
de ROS y pérdida del DNA mitocondrial [160]. Estas evidencias condujeron a estos
investigadores a concluir que los eventos de fisibn, son necesarios para mantener
la funcién mitocondrial. Por otro lado, en cultivos celulares se ha determinado que
practicamente en forma inmediata a un evento de fusion ocurre un evento de fision, donde
entre las mitocondrias resultantes, una exhibe un potencial de membrana elevado, con
alta probabilidad de volver a sufrir eventos de fusién, mientras que la otra mitocondria
tiene un potencial de membrana bajo y presenta una probabilidad muy escasa de volver
a fusionarse. De esta forma se genera una poblacion de mitocondrias despolarizadas
que no vuelven a experimentar eventos de fusién y que finalmente son eliminadas por
autofagia (mitofagia). Se ha concluido que este proceso ocurre para poder eliminar
material mitocondrial que no puede ser reutilizado como tal y, por lo tanto, debera ser
reciclado mediante autofagia. Al inhibir la fisibn mitocondrial, disminuye la mitofagia y la
acumulacion de proteinas mitocondriales oxidadas, generandose disfuncién del organelo
[161].

Todos éstos antecedentes ilustran la complejidad de establecer una relaciéon clara
entre morfologia y actividad mitocondrial, pudiendo cambiar el escenario segun el

estimulo o condicion utilizada y el modelo en estudio. A partir de todas estas evidencias,
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se puede resumir que los procesos de fusion y fisibn mitocondrial forman parte de un
equilibrio, donde ambos componentes son necesarios para mantener una adecuada
funcion bioenergética celular. En la Figura 2 se muestran las principales etapas que
tienen lugar en los procesos de dinamica mitocondrial identificando las proteinas que

participan y las funciones asociadas a cada proceso.

4.4. Dinamica mitocondrial en la fisiopatologia cardiaca

En la seccion 4.2 se ha discutido ampliamente la participacion de la mitocondria
en el desarrollo de diversas patologias cardiacas, donde eventos que conducen a una
disminucion en el aporte metabdlico mitocondrial en el cardiomiocito, generan finalmente
un deterioro en la funcion del corazén. Por otro lado, también se ha mencionado que
la dindmica mitocondrial, ademéas de regular la morfologia de este organelo, cumple
un papel clave en su actividad. Por lo tanto, resulta evidente asociar los procesos
de fusion/fisibn mitocondrial a la mantenciéon de la funciéon cardiaca. Sin embargo,
las mitocondrias en las células cardiacas se encuentran altamente empaquetadas
entre las miofibrillas (mitocondrias intermiofibrilares) o entre la membrana plasmatica
y las miofibrillas (mitocondrias subsarcolemales), por lo que las mitocondrias en el
cardiomiocito adulto no se encuentran aparentemente formando redes mitocondriales
continuas como en otros tipos celulares [162].

Beraud et al. estudiaron la conectividad mitocondrial en los cardiomiocitos adultos
de ratas sanas, utilizando la sonda mito tracker Green TM y microscopia confocal.
Sus resultados muestran la existencia de pequefios movimientos mitocondriales,
determinados como un leve desplazamiento en sus centros de fluorescencia, sin
observarse eventos de fusion o fision mitocondrial [163]. Esto puede deberse a la alta
estructuracién que presentan las mitocondrias en estas células, por lo que los eventos de
dindmica mitocondrial podrian estar restringidos. Sin embargo, llama la atencion la gran
abundancia de las proteinas reguladoras de la dinamica mitocondrial en el corazén, lo
que sugiere que estos organelos no se encuentran completamente libres de experimentar

eventos de fision/fusién en el tejido cardiaco [164].
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Figura 2: Acciones y proteinas principales involucradas en la dinamica mitocondrial

En la figuran se muestran de forma general las diferentes etapas en los eventos de dinamica
mitocondrial. Para el procesos de fisidbn mitocondrial se observa: 1) Reclutamiento de Drp-1 a
membrana mitocondrial, mediante la posible interaccion con Fis-1 o Mff. 2) Organizacion de Drp-1
rodeando la superficie mitocondrial para mas tarde producir la contricién del organelo. Las etapas
ilustradas para el proceso de fusién mitocondrial corresponden a: 3) reubicacién y acercamiento
de mitocondrias vecinas y 4) interaccion entre las proteinas Mfn1/2 de las mitocondrias cercanas
para dar lugar a la fusién de la membrana mitocondrial externa, evento coordinado con la fusion
de la membrana mitocondrial interna mediante la accién de la proteina OPA-1. En los recuadros
ubicados al centro del esquema se muestran las principales funciones asociadas a los procesos
de dinamica mitocondrial.
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Efectivamente, se ha observado que en condiciones patolégicas se producen cambios
en el equilibrio de la dinamica mitocondrial en el cardiomiocito adulto, al respecto, en
un estudio reciente Chen et al. observaron una caida en los niveles de la proteina
de fusién OPA-1 junto con una morfologia mitocondrial fragmentada en corazén, con
disminucién en el area mitocondrial y un incremento en el numero de mitocondrias
utilizando un modelo de insuficiencia cardiaca post-infarto [165]. En este mismo estudio,
el analisis de muestras humanas de corazones con cardiomiopatia isquémica mostré
niveles proteicos aumentados de Mfn1, Mfn2, Drp-1 y una reduccién en los niveles de
OPA1. Interesantemente, Ong et al. describieron que la inhibicién de la fisibn mitocondrial
protege al cardiomiocito frente al dafo por isquemia/reperfusién, tanto in vifro como in
vivo, determinando que el tratamiento con el inhibidor farmacol6gico de Drp-1, mdivi-1,
aumento la proporcién de cardiomiocitos adultos con mitocondrias elongadas, protegié
del dano por isquemia/reperfusion simulada, inhibié la apertura del poro de transicién
mitocondrial y disminuyd el area de infarto [166]. Estos resultados sugieren que la
preservacion de la fusion mitocondrial genera proteccion del cardiomiocito, sin embargo,
un desplazamiento marcado del equilibrio morfolégico hacia el fenotipo fusionado,
finalmente conduce a un deterioro funcional en la célula cardiaca tal como lo han
mostrado Ashrafian et al. quienes observaron un incremento en la elongacion de la red
mitocondrial en corazones de ratones que presentaban una mutacién disfuncional en
la proteina Drp-1 [167]. Ademas estos investigadores encontraron que disminuian los
niveles de las proteinas relacionadas a la fosforilacién oxidativa y el contenido de ATP
cardiaco, generandose finalmente un tipo de cardiomiopatia dilatada. En contraste con lo
descrito anteriormente, cardiomiocitos adultos deficientes en Mfn2, presentan proteccion
y mejor recuperacion frente a eventos de isquemia/reperfusion [168]. Estudios en cultivo
de cardiomiocitos senescentes han mostrado la acumulacion de mitocondrias de gran
tamano, lo que se ha relacionado con la pérdida de funcionalidad mitocondrial y un
aumento de ROS, a su vez, el aumento del tamano podria estar asociado a un proceso
de fisién imperfecto, debido al dafo oxidativo sufrido por la mitocondria [169, 170].

De acuerdo a lo expuesto, los procesos relacionados a dinamica mitocondrial ocurren

en el cardiomiocito adulto principalmente en la respuesta patoldgica. Sin embargo,
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en este modelo se hace complejo este tipo de investigacién debido a la arquitectura
que adquieren las mitocondrias y a la dificultad para generar cultivos primarios de
cardiomiocitos adultos. Por esta razén las células HL-1 y los cultivos primarios de
cardiomiocitos de animales neonatos son una herramienta de gran utilidad para investigar
los cambios que experimenta el reticulo mitocondrial frente a diversas condiciones. Las
células HL-1 (cardiomiocitos auriculares de ratén) luego de 2 h de isquemia, muestran un
fenotipo mitocondrial completamente fragmentado, y el uso del inhibidor de Drp-1, mdv-1,
impide la fisiobn mitocondrial, protegiendo de la apertura del PTPM y de la muerte celular.
Como ya se ha mencionado, resultados similares se encontraron en este mismo trabajo,
en cultivos de cardiomiocitos adultos, o que demuestra que los resultados obtenidos
en células HL-1 son extrapolables a cardiomiocitos adultos [166]. En otro estudio, los
cardiomiocitos ventriculares de ratas neonatas se trataron durante 48 h con el agonista
a-adrenérgico fenilefrina. Estas células generaron respuesta hipertréfica, determinada
mediante incremento en el area celular y en la incorporacion de [H3]-leucina, presentando
una disminucion en los niveles del mRNA para Mfn2. Estos hallazgos fueron corroborado,
en el mismo trabajo, con modelos in vivo de hipertrofia cardiaca, obteniéndose resultados
similares [171]. Estos Ultimos resultados son particularmente interesantes debido a que
el crecimiento hipertréfico se considera una condicidn comun a diversas patologias
cardiacas. Los estudios epidemiolégicos han establecido que este proceso es un evento
primario en el remodelado cardiaco observado en el infarto al miocardio, hipertension
arterial, diabetes mellitus, arritmias y otras importantes patologias cardiovasculares vy,
por lo tanto, concita gran interés conocer los mecanismos moleculares y controlar su
progresién. Actualmente las publicaciones que hacen referencia al proceso hipertréfico y
a la dinamica mitocondrial son muy escasas, existiendo una sola publicacién, discutida
anteriormente, en la que se observd que la disminucion de los niveles cardiacos de
Mfn2 en ratdn, genera una modesta hipertrofia, leve disfuncion sistélica y una pequefa
disminucién en la fraccion de acortamiento del cardiomiocito [168]. Sin embargo, estos
hallazgos permiten suponer que podria existir una relacion entre los eventos de dindmica
mitocondrial y el desarrollo de hipertrofia cardiaca.

Se desconoce, hasta la fecha, qué fenotipo de dinamica mitocondrial predomina en
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el cardiomiocito hipertréfico, ni tampoco se conoce si la dindmica mitocondrial participa
en el desarrollo de hipertrofia cardiaca. Ademas, debe recordarse que existen dos tipos
de respuesta hipertrofica, con diferencias metabdlicas fundamentales, una de caracter
fisiol6gica en la cual aumenta tanto el consumo de glucosa como de acidos grasos en el
cardiomiocito, dando cuenta de un incremento sostenido en la actividad mitocondrial. En
cambio, en el crecimiento hipertréfico cardiaco patolégico, cambia el uso de combustible,
aumentando el consumo de glucosa por sobre el de acidos grasos, y produciéndose, en
etapas mas tardias, un deterioro generalizado de la funcién mitocondrial.

En su conjunto, toda la informacién aportada indica que se requiere investigar
si existen cambios en el equilibrio morfolégico de la mitocondria en el cardiomiocito
hipertrofico, y si hay una relacion causa efecto entre la dindmica mitocondrial y el
desarrollo de hipertrofia cardiaca. Por este motivo, algunas de estas interrogantes se

abordaran en la presente investigacion.
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5. HIPOTESIS

“Los estimulos prohipertréficos IGF-1 y norepinefrina regulan la fusion/fision

mitocondrial del cardiomiocito”

6. OBJETIVOS

* Objetivo especifico 1: Determinar si IGF-1 y norepinefrina modifican la morfologia y

actividad de la red mitocondrial en cultivos primarios de cardiomiocitos.

» Objetivo especifico 2: Determinar expresién y niveles de proteinas de fusion/fision
mitocondrial en ambos modelos de hipertrofia y posibles mecanismos transduccionales

implicados.

+ Objetivo especifico 3: Evaluar la participacion de proteinas de fusion/fision
mitocondrial en el crecimiento hipertréfico de cardiomiocitos inducido por IGF-1 (estimulo

prohipertrofico fisioldgico) y norepinefrina (estimulo prohipertréfico patoldgico).
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EEUU): medio Hank’s, medio DME, medio 199, pancreatinaa, gelatina, triton X-100,
5-bromo-2°-deoxiuridina, carboxi-cianuro-3-clorofenilhidrazona (CCCP), anticuerpo anti
a-actina (A5441), anti S-tubulina (T4026) y anti RCAN 1.4. En BD Transduction
Laboratories (San Jose, CA, EEUU) se adquiri6é el anticuerpo anti Drp-1 (611112). El
anticuerpo anti Fis-1 (ALX-210-907) se obtuvo de Alexis Biochemicals (San Diego, CA,
EEUU) y el anticuerpo anti mtHsp-70 (MA3-028) en ABR—Affinity Bioreagents (Glosen,
CO, EEUU). Los anticuerpos anti Opa-1 (anticuerpo monoclonal producido en ratén;
ab55772 y el anticuerpo policlonal producido en conejo; ab42364) se compraron en
Abcam (Cambridge, MA, EEUU), mientras que en Cell Signalling (Danvers, MA, EEUU)
se obtubieron los anticuerpos anti Mfn2 y anti fosfo-Drp-1 (Ser 637). De Gibco BRL
(Carlsbad, CA, EEUU) se obtuvieron: colagenasa tipo Il, suero fetal bovino (FBS) y
suero de ternera (FCS). Mitotracker Green-FM (M7514), tetrametilrodamina metil éster
perclorato (TMRM, T-668) y los anticuerpos secundarios fluorescentes Alexas anti ratén
y conejo (A-11036, A-11034, A-11031 y A-11029) se compraron en Molecular Probes -
Invitrogen (Eugene, OR, EEUU). Los anticuerpos secundarios anti IgG de conejo y raton
conjugados a peroxidasa se obtuvieron en Calbiochem (La Jolla, Ca, EEUU). El reactivo
quimioluminiscente para Western Blot ECL se adquiri6 en Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, Inglaterra) y el antagonista prazocin fue obtenido en laboratorios
Pfeizer S.A. Para la determinacion de genes reporteros se utilizé el kit Luciferase assay
kit (cat: E1500 Promega).Todos los otros compuestos organicos e inorganicos, sales,
acidos y solventes se adquirieron en Merck (Darmstaddt, Alemania), a no ser que se
especifique lo contrario. El medio de montaje para fluorescencia DAKO se compré en
DAKO Corporation (Carpinteria, CA, EEUU).
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7.2. Modelo experimental

Para la realizacion de esta tesis se utilizo como modelo experimental cultivos
primarios de cardiomiocitos de rata neonata, los cuales se obtuvieron a partir de ratas
Sprague-Dawley de 2 a 3 dias de edad, provenientes del bioterio de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

Todos los animales se trataron siguiendo las recomendaciones para el manejo
y cuidado de animales de experimentacion: Guide for the use of laboratory animals
(NIH, Publication No. 85-23, revised 1996), siendo los protocolos experimentales
ademas aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

7.3. Aislamiento y cultivo primario de cardiomiocitos de rata

Para el aislamiento y cultivo de los cardiomiocitos, los corazones se removieron y
lavaron a 37°C en medio Hank’s estéril, luego fueron desprovistos de sus auriculas,
para finalmente ser homogenizados con el fin de comenzar con la digestién enzimatica,
la cual permite obtener las células aisladas. Los ciclos de digestién se realizaron en
presencia de colagenasa de tipo Il (0,02 gr/100 mL Hank’s) y pancreatinaa (0,06 gr/100
mL Hank’s). Para obtener una fraccion enriquecida en cardiomiocitos se aproveché la
adhesion diferencial a superficies plasticas que presentan los 2 tipos tipos celulares
presentes en el corazdén (cardiomiocitos y fibroblastos). El producto de la digestion se
pre-plaqued en botellas de cultivo de 250 mL durante 2 h en medio DME:M199 (4:1)
10% FBS. Al cabo de ese tiempo, las células se recolectaron, centrifugaron a 1.000
r.p.m durante 5 min y resuspendieron en 21 mL de medio DME:M199 (4:1) 5% FBS y
10 % FCS. La concentracién celular se determiné mediante microscopia, usando como
colorante azul de tripan, el que permite visualizar y contar las células vivas y muertas en
una camara de Neubauer.

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, sobre placas de cultivo precubiertas con una monocapa de
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gelatina (2% p/v) y mantenidas a 37°C en una atmdésfera himeda de CO2 al 5% y 95 %
de aire [172].

7.4. Estimulo hipertrofico

IGF-1 recombinante humano fue donado por el Dr. C. George-Nascimento (Austral
Biologicals, San Ramon, CA) y norepinefrina (-) (A7257) se obtuvo en Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, EEUU). Después de 24 h posteriores al sembrado, las células se
lavaron 3 veces con tampdn moscona estéril mantenido a 37°C, para luego ser dejadas
por 24 h con medio DME:M199 (4:1) en ausencia de suero fetal. Transcurrido éste tiempo
los cardiomiocitos se estimularon con norepinefrina 10 uM o con IGF-1 10 nM entre O y

48 h, dependiendo del experimento.

7.5. Tratamiento adenoviral y uso de plasmidios

Los adenovirus recombinantes que expresan un RNA antisentido para Mfn2 (AsMfn2)
y una proteina dominante negativo para Drp-1 (K38A), fueron facilitados por el Dr. Antonio
Zorzano (Institute of Research in Biomedicine, Barcelona Science Park, Universitat de
Barcelona, Espana). El adenovirus AsMfn2 consiste en el transcrito antisentido para el
gen de ratén de Mfn2 entre 1 y 370 bp [122], mientras que el adenovirus dominante
negativo para Drp-1 expresa la proteina mutante Drp-1 K38A [173]. Ambos adenovirus
fueron amplificados en células 293 y purificados mediante centrifugacién en gradiente de
cloruro de cesio. Los adenovirus que expresan la sub unidad catalitica de calcineurina
constitutivamente activa (AdCN) y el péptido inhibitorio de la misma proteina (CAIN),
fueron donados por el laboratorio del Dr. Jeffery D. Molkentin (Division of Molecular
Cardiovascular Biology, Children’s Hospital Medical Center, Cincinnati, EEUU) [174]. Los
cardiomiocitos se transducieron con AsMfn, K38A o CAIN 24 h antes de recibir el estimulo
hipertéfico a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1000 particulas virales por célula a
excepcion del adenovirus CAIN, cuyo MOI fue de 2000. El AdCN se utilizé6 a un MOI de
1000 por 48 h, mientras que el adenovirus control o Mock se utilizé a los mismos tiempos

y concentraciones que las herramientas adenovirales descritas.
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Para determinar la expresién de las proteinas asociadas al programa genético fetal
ANF y SKA, las células se cultivaron en placas de 24 pocillos y se transfectaron con
0,4 g de plasmidios reporteros que contenian el sitio promotor de la proteina de interés
acoplado al gen de luciferasa (“firefly”), como control de transfeccion se utilizé el plasmidio
pRL TK (reportero timidin quinasa acoplado a luciferasa renilla). La transfeccién se
realiz6 en medio DME:M199 en ausencia de antibiéticos durante al menos 6 h, luego
de las cuales las células se lavaron y se les restaur6 el medio. La actividad lucifeasa se
determiné mediante el uso de un luminédmetro a temperatura ambiente. Los plasmidios
reporteros ANF-lux y SKA-lux, fueron donados por el Dr. K.R. Chien (Harvard Medical
School) y el Dr. M.D. Schneider (Baylor College of Medicine) respectivamente [175].

7.6. Preparacion de extractos celulares totales

Las células se sembraron en placas de 35 mm a una densidad de 1,5 x 10°
células/placa. Una vez estimuladas, las células se lavaron tres veces con solucion PBS
fria y luego se lisaron con 80 uL de tampdn de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 5 mM,;
NaCl 50 mM; tritdbn X-100 1 % v/v; aprotinina 20 mg/mL; leupeptina 1 mg/mL; PMSF 1 mM
y Naz;VO, 1 mM). El homogenizado se centrifugd a 10.000 r.p.m durante 10 min a 4°C.
El sobrenadante o extracto de proteinas se recuperd en un tubo nuevo, se determiné su
concentracién por el método de Bradford (BioRad protein assay, BioRad, Hercules, CA,
EEUU) y se desnaturé en tampon SDS-PAGE 4x, para ser almacenado posteriormente a
—20°C.

7.7. Electroforesis y electrotransferencia de proteinas

La separacion de las proteinas en base a su masa molecular se realizé mediante
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida. En todos los casos, se cargaron alrededor
de 30 pg de extracto proteico. El gel concentrador se preparé al 5% y el separador
al 12%, sin embargo para la detecciéon de SMHC se utilizo un gel en gradiente cuyas
concentraciones fluctuaban entre el 5y el 12%. La electroforesis se realiz6é a un voltaje

constante (100 V) en tampédn de electroforesis. Una vez realizada la electroforesis, las
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proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa (BioRad, Hercules,

CA, EEUU) de 0,45 um a 0,45 A por 90 min en tampon de transferencia.

7.8. Western blot

Una vez transferidas, la membranas se bloquearon con tampén de bloqueo (TBS
1X; Tween-20 0,1 %; leche descremada 5% p/v) durante 1 h a temperatura ambiente y
posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios a una dilucion 1:1.000, salvo
Drp-1 (dilucién 1:750), SMHC (dilucién 1:3.000) y RCAN 1.4 (dilucién 1:2.000), en tampén
de incubacion (TBS 1x; Tween-20 0,1 %; leche descremada 5 % p/v) toda la noche a 4°C
y con agitacion suave. Luego, las membranas se lavaron durante 30 min en TBS 1x;
Tween-20 al 0,1 %, y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario; anti-lgG de ratén o conejo conjugado con peroxidasa, segun correponda, en
un titulo de 1:5.000 en tampdn de bloqueo TBS 1x; Tween-20 al 0,1 %.

Para detectar las proteinas, las membranas, previamente lavadas, se incubaron
durante 1 min en la solucién quimioluminiscente para Western blot ECL y se expusieron
en una pelicula de fotografia Kodak-Biomax.

Después de realizar los ensayos de Western blot, las membranas de nitrocelulosa
se incubaron por 1 h en una solucién de rojo Ponceau (rojo ponceau 2%, TCA 30 %,
acido sulfosalicilico 30 %) para desprender los anticuerpos. Posteriormente, para corregir
las posibles diferencias de cantidades de proteinas cargadas en el gel, se analizaron los
niveles de a-actina o S-tubulina, mediante reacciones de inmunodeteccién iguales a las
descritas anteriormente (1° anticuerpo 1:1.000 y 2° anticuerpo anti-ratén 1:5.000 para

ambos anticuerpos).

7.9. Inmunofluorescencia indirecta

Posterior al cultivo, los cardiomiocitos se sembraron en placas de 12 pocillos a una
densidad de 2,5 x 10° células/pocillo, sobre cubreobjetos de vidrio de 18 mm de diametro
cubiertos de gelatina (2%). Luego del estimulo, las células se lavaron con PBS frio, se

fijaron con parafolmadehido al 4% en PBS por 20 min, se permeabilizaron con Tritén
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X-100 al 0,1% en PBS por 10 min y se bloquearon con BSA al 1% en PBS (filtrado)
durante 1 h. Posteriormente, para determinar la distribucion subcelular de las proteinas
de fisibn mitocondrial y para determinar la morfologia de este organelo, las células se
incubaron con los anticuerpos anti: Drp-1 (dilucién 1:750), Fis-1 (dilucion 1:1.000) o
mtHsp70 (dilucién 1:1.000), en PBS-BSA 1% durante toda la noche a 4°C. Luego se
incubaron por 2 h a temperatura ambiente y protegidas de la luz con el anticuerpo
secundario Alexa 488 o 568, anti IgG de raton o anti IgG de conejo, segun corresponda
(dilucién 1:500). Por otro lado, para determinar el grado de sarcomerizacion, las células
se trataron con la sonda faloidina-rodamina (dilucién 1:500) y Héechst (dilucion 1:1000)
para visualizar los ndcleos. Finalmente, las células se montaron en los portaobjetos
respectivos, utilizando DAKO como medio de montaje. Luego, las preparaciones para
Drp-1, Fis-1 y mtHsp70 se observaron en un microscopio confocal Carl Zeiss Pascal 5
(Carl Zeiss Microsystems, Oberkoche, Alemania), mientras que las células tratadas para
determinar sarcomerizacion se visualizaron mediante microscopia de epifluorescencia,
salvo que se indique lo contrario. El analisis de las imagenes se realizd utilizando el

programa Image J (NIH, EEUU), y se describe en detalle mas adelante.

7.10. Citometria de flujo

Para todos los experimentos en que se realizé citometria de flujo, se utilizaron placas
de cultivo de 12 pocillos a una densidad de 3 x 10° células/pocillo. Una vez finalizados
los tratamientos y la carga de la sonda respectiva, se removié el medio y las células
se soltaron utilizando 300 pL de una solucién de tripsina-EDTA 1x disuelta en PBS
durante 5 min a 37°C. Una vez finalizados los 5 min de tripsinizacién, la reaccion se
detuvo utilizando SFB en una proporcion 1:10. Posteriormente, las células ya cargadas
se traspasaron a tubos BD para citometria y su fluorescencia se analizé en un citometro
de flujp FACS — SCAN (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, EEUU). Esta

técnica se utilizo para estudiar los siguientes parametros:

= Potencial de membrana mitocondrial: para esta determinacién se us6 la sonda

TMRM (excitacion: 543 nm, emision: sobre los 560 nm) a una concentracién de
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200 nM, las células se preincubaron por 30 min y como control se utilizé el agente
desacoplante CCCP 50 nM, el cual también se preincubd por 30 min antes de la
medicion [176].

Produccion de ROS: se utilizé la sonda 1,2,3 Dihidrorodamina (DHR) (Excitacion:
488 nm, Emision: 515 nm), preincubada por 30 min y perdxido de hidrégeno 100

1M, como control (15 min antes de la determinacién) [177].

Viabilidad celular: se determiné mediante incorporaciéon de yoduro de propidio (PI)
(exitacién: 493 nm, emision: 630 nm), como control se us6 perdxido de hidrégeno
1mM [178].

Porcentaje de células apoptéticas: También se determiné mediante incorporacién
de PI, pero en células fijadas y permeabilizadas con metanol 100%. De esta
manera, las células apoptéticas (que presentan fragmentacién del DNA) tienen una
fluorescencia menor, lo que se visualiza como un incremento en la poblacion sub
G1. Como control de apoptosis, las células se incubaron por 6 h con sorbitol 300
mOsm [179, 180].

Masa mitocondrial total: Para evaluar este parametro, los cardiomiocitos se
incubaron por 30 min con las sonda mitotracker Green FM (MTG) a una
concentracion de 400 nM. Como esta sonda se une especificamente a mitocondria,
cualquier cambio en el contenido mitocondrial de la célula, provocard variaciones

en la fluorescencia medida por citometria.

Determinacion de los niveles intracelulares de ATP

Para determinar los niveles relativos de ATP intracelular, se utilizaron placas de cultivo

de 96 pocillos a una densidad de 2 x 10 células/pocillo. Una vez finalizados los estimulos,

se removio el medio de las placas y se agregaron 20 uL de medio Krebs con Ca?* (145
mM NaCl, 5 mM KClI, 1,0 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES-Na, 5,6 mM glucosa,

pH 7,4). A continuacion, se adicioné el tampdn de lisis del kit Cell Titer-Glo® (Promega

Corporation, Madison, WI, EEUU) en una relacion 1:1. La placa se agit6 durante 2 min
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con el fin de completar la reaccién. Posteriormente, las células se traspasaron a una
placa opaca de 96 pocillos y se analizaron en un luminémetro TopCountNXT (Perkin-
Elmer, Waltham, MA, EEUU), siendo la luminiscencia estable por un periodo de hasta
4 h[181].

7.12. Medicion de la velocidad del consumo de oxigeno celular

Para este tipo de ensayos se utilizaron placas de cultivo de 60 mm con una densidad
celular de 3 x 106 células/placa. Una vez finalizados los estimulos, se procedié a remover
el medio y lavar las células tres veces con solucién PBS. Posteriormente, las células se
soltaron utilizando 1 mL de solucién tripsina-EDTA 1x disuelta en PBS durante 5 min a
37°C, esta reaccion luego se detuvo con SFB en una proporcién 1:10. Una vez finalizada
la tripsinizacién, las células se traspasaron a un tubo eppendorf y se centrifugaron por 5
min a 1600 r.p.m. Finalmente, se elimind el sobrenadante y la pella se resuspendié en 200
uL de PBS, los cuales se vertieron en una camara (volumen final de 600 pL) acoplada al
sistema de electrodos. La velocidad del consumo de oxigeno se registré en un electrodo
de Clark 5331 (Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, OH, EEUU), acoplado a un
sistema de registro digital, mediante la utilizacion del programa WinDaq Data Acquisition
Software (Akron, OH, EEUU) a 25°C. Los datos se guardaron en formato .csv y se
analizaron utilizando el programa Origin Pro (OriginLab Corporation, Northampton, MA,
EEUU). Una vez que se extrajeron las pendientes de las curvas obtenidas para cada
condicién, los resultados se expresaron como promedios de las mediciones normalizadas
con respecto a las células control [182].

Adicionalmente, y como un control interno de todos los experimentos realizados,
antes de que las células consumieran el 100% del oxigeno presente en la camara,
también se evallo la velocidad de respiracion desacoplada (Uncoupled Respiration Ratio,
UCR), la cual corresponde al inverso de la denominada tasa de control respiratorio y
da cuenta de la capacidad total de la cadena transportadora de electrones en relacién
a la respiracién basal parcialmente acoplada. Para esto, una vez que las células han
consumido aproximadamente el 75 % del oxigeno de la camara, se les agregé CCCP a

una concentracion final de 2 nM.
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7.13. Visualizacion de la morfologia mitocondrial

Luego de realizar los distintos estimulos prohipertréficos, los cardiomiocitos de ratas
neonatas se incubaron con la sonda MTG preparada en tampén Krebs por 25 min a 37°C
y a una concentracion de 400 nM, posteriormente utilizando un microscopio confocal
invertido Carl Zeiss Pascal 5 equipado con una camara enfriada CCD y un sistema
de adquisicion de imagenes LSM, se observo la fluorescencia de la red mitocondrial
mediante la excitacién con laser de argdn a una longitud de onda a 488 nm. Los
cubreobjetos conteniendo los cardiomiocitos cargados con MTG se montaron en una
camara de perfusién de 1 mL de capacidad, con 500 pL de solucién y las imagenes de
fluorescencia se adquirieron como secuencias de profundidad en el eje Z cada 0,5 um,
siendo cada secuencia de 8 a 12 imagenes. Se utilizé el lente objetivo de 60x el cual

posee una apertura numérica de 1,2 [178].

7.14. Analisis digital de las imagenes

Las secuencias de imagenes obtenidas con la sonda MTG se deconvolucionaron
para eliminar la fluorescencia fuera de foco, usando el modelo tedrico de algoritmo
de deconvolucién Landweber y la PSF (Point Spreaf Function) correspondiente a las
condiciones experimentales. Una vez que las imagenes se deconvolucionaron, se conté
el numero de particulas tenidas con MTG, asi como su volumen, utilizando el programa
accesorio 3D Object Counter para Image J [178].

La cuantificacién digital de la colocalizacién de las imagenes de inmunofluorescencia
indirecta se realiz6 analizando los coeficientes de Manders para cada una de las senales
fluorescentes en estudio y asociadas a dos canales diferentes en el microscopio confocal,
para lo cual se utilizd el programa accesorio Colocalization Finder para Image J [178].
Previo a este andlisis, también se utiliz6 la eliminacion de la fluorescencia fuera de foco
usando el mismo procedimiento descrito anteriormente.

Para la determinacidn del area celular relativa se utilizé el programa Imaged, trazando
el contorno de cada célula en forma manual. Se analizaron entre 50 y 100 células para

cada condicién, ademas, utilizando las mismas muestras, se determiné el porcentaje de
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cardiomiocitos que presentaban sarcomerizacion [175].

7.15. Analisis estadistico

Dependiendo del tipo de experimento, los resultados se muestran como figuras
representativas o como promedios + SEM de al menos tres experimentos independientes.
Los datos se analizaron por ANOVA vy la prueba Tuckey para determinar la significancia
estadistica de los resultados (a menos que se indique un analisis estadistico distinto),

considerandose como significativo un p<0,05.
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8. RESULTADOS

8.1. Objetivo 1: Determinar si IGF-1 y norepinefrina modifican Ila
morfologia y actividad de la red mitocondrial en cultivos primarios de

cardiomiocitos

El equilibrio de los procesos de fusion y fision mitocondrial dan cuenta de la morfologia
de estos organelos y ademas regulan la actividad de los mismos, observandose que
un aumento en los niveles de las proteinas relacionadas con la fusién mitocondrial
incrementan la actividad metabdlica de la mitocondria [122, 130]. Esta actividad
mitocondrial desempefia un papel fundamental en el proceso hipertrofico puesto que
alteraciones en el metabolismo oxidativo conllevan una disminucion de la energia
disponible para el trabajo contractil, incrementando el cuadro patolégico [75]. Actualmente
se desconoce qué tipo de morfologia mitocondrial predomina en el cardiomiocito
hipertrofico. Sin embargo, un estudio reciente demostrd que en cultivos de cardiomiocitos
neonatos de rata estimulados con fenilefrina y en algunos modelos de hipertrofia in vivo,
ambos asociados a la respuesta patoldgica, los niveles del mRNA de Mfn2 disminuian
significativamente [171]. Considerando estos antecedentes, podria esperarse que en
estos modelos de hipertrofia patolégica prevalezca una morfologia mayoritariamente
fragmentada en la red mitocondrial, pero no existen evidencias que esclarezcan esta

interrogante.

8.1.1. Efecto de los estimulos prohipertréficos sobre la morfologia mitocondrial

Para resolver el objetivo 1, el primer paso fue determinar si los estimulos
prohipertroficos producian un desplazamiento en el equilibrio de los procesos de
dinamica mitocondrial. Con este fin, cultivos primarios de cardiomiocitos de ratas
neonatas se estimularon a distintos tiempos (0-48 h) con NE (10 upM), estimulo
prohipertrofico patolégico, o con IGF-1 10 nM, estimulo prohipertréfico fisioldgico.
Posteriormente, las células se incubaron con la sonda fluorescente MTG (400 nM) y la red

mitocondrial se visualizd6 mediante microscopia confocal, obteniéndose imagenes como
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secuencias de profundidad en el eje z cada 0,5 um y determinandose el numero relativo
de mitocondrias por célula, el volumen mitocondrial promedio y el porcentaje de células
que presentan morfologia mitocondrial fragmentada.

En la Figura 3 se observa que el tratamiento con NE, a partir de las 24 h de
exposicién, produce un incremento en el porcentaje de cardiomiocitos que presentan
fragmentacion de la red mitocondrial (14 +1%; 39+ 8% y 53 + 8% para las 0, 24 y 48
h, respectivamente), lo que se correlaciona con un incremento significativo en el niumero
de mitocondrias por célula (con un aumento del 48 £ 10% para las 24 h 'y 84 + 9% para
las 48 h), y con una disminucién en el volumen mitocondrial promedio (23 + 8% a las
24 hy 46 £ 2% para las 48 h) (valores promedio = SEM). De estos resultados se puede
concluir que la exposicién a NE (10 M) produce fragmentacion de la red mitocondrial en
el cardiomiocito, observandose resultados estadisticamente significativos a partir de las
24 h y con una respuesta mayor a las 48 h de tratamiento.

Por otro lado, al analizar las imagenes obtenidas de cardiomiocitos estimulados con
IGF-1 (Figura 4) y al cuantificar los parametros relacionados a morfologia mitocondrial,
no se observaron cambios significativos, por lo tanto, este experimento sugiere que en
la hipertrofia producida por IGF-1, no existen cambios perceptibles en la morfologia

mitocondrial.
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Figura 3: Efecto de NE sobre la morfologia mitocondrial del cardiomiocito

El panel izquierdo corresponde a imagenes de microscopia confocal para cardiomiocitos tratados
por 0, 24 y 48 h con NE (10 M) e incubados con Mitotracker Green (400 nM), 20 min antes, para
visualizar la red mitocondrial. En el panel derecho se muestran los graficos para el porcentaje
de células con morfologia mitocondrial fragmentada, nimero de mitocondrias por célula relativo
al control y el volumen mitocondrial relativo al control a los tiempos de 2, 6, 24 y 48 h. Para el
tratamiento de imagenes y la determinacion de los paradmetros morfologicos, se utilizé el plugin
object counter 3D del software ImagedJ. Los valores mostrados en los graficos corresponden
al promedio £+ SEM (n=5 experimentos independientes). En cada experimento individual se
analizaron 20 células escogidas al azar para cada condicién. *p<0,05 vs tiempo 0.
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Figura 4: Efecto de IGF-1 sobre la morfologia mitocondrial del cardiomiocito

A la izquierda se observa, mediante el uso de Mito tracker Green TM y microscopia confocal, la
red mitocondrial de cardiomiocitos tratados con IGF-1 (10 nM) por 0, 24 y 48 h, mientras que a la
derecha se encuentran los graficos correspondientes a la cuantificaciéon del porcentaje de células
con morfologia mitocondrial fragmentada, niumero de mitocondrias por célula relativo al control y
el volumen mitocondrial relativo al control alas 0, 2, 6, 24 y 48 h de exposicion a IGF-1. Los valores
mostrados en los graficos corresponden al promedio £ SEM (n=4 experimentos independientes).
En cada experimento individual se analizaron 20 células escogidas al azar para cada condicion.
ns=no significativo.
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Diversos grupos han descrito que la estimulaciéon con NE produce apoptosis en el
cardiomiocito [183], ademas, también se ha descrito que durante la induccién del proceso
apoptoético las mitocondrias son rapidamente fragmentadas, por lo tanto es probable que
la fisibn mitocondrial observada se deba simplemente a la presencia de cardiomiocitos
apoptéticos. Para resolver esta interrogante se determiné la viabilidad celular mediante
citometria de flujo e incorporacién de Pl en cardiomiocitos tratados con ambos estimulos
hipertréficos, ademas, la misma técnica se utilizd para investigar el porcentaje de células

apoptéticas en cardiomiocitos fijados y permeabilizados (Figura 5).
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Figura 5: Efecto de los estimulos prohipertréficos sobre la viabilidad y la induccion de la
apoptosis

Cardiomiocitos de ratas se trataron con NE (10 M) o IGF-1 (10 nM) por 48 h y se determind el
A) porcentaje de células con incorporacion de Pl, como medida de necrosis, y B) porcentaje de
células que presentan aumento de la fraccion subG1, en cardiomiocitos fijados y permeabilizados,
como parametro indicativo de apoptosis. En la parte superior se muestran los histogramas
representativos para cada una de las condiciones y los gréaficos corresponden a la respectiva
cuantificacion. H202 1 mM, sorbitol (SORB) 300 mOsm, Los valores corresponden al promedio +
SEM (n=3 experimentos independientes) *p<0.05 vs C.
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Los resultados revelan que NE e IGF-1 no producen cambios en el porcentaje de
células que presentan incorporacion de Pl respecto al control (23 £ 1% y 18 £ 3% vs
17 £ 2%, para NE, IGF-1 y C respectivamente; promedio + SEM). Por otro lado, IGF-1
tampoco provocod cambios en la induccion del proceso apoptético, sin embargo, cuando
los cardiomiocitos son expuestos a NE, se observé un incremento significativo en el
porcentaje de células apoptéticas respecto al control (23 + 3% para NE vs 15 + 1%
para C; valores promedio = SD). Para determinar si el aporte que entrega la poblacion de
células apoptéticas a la fragmentacién mitocondrial producida por NE es importante, se
resto el porcentaje de de células apoptoticas al porcentaje de cardiomiocitos con fenotipo
mitocondrial fragmentado (dato no mostrado). Los resultados indican que aun prevalece
una diferencia significativa en el porcentaje de células con mitocondrias fragmentadas
entre el grupo control y el estimulado con NE por 48 h (14 + 2% vs 44,49 = 7%,;
respectivamente), por lo tanto, la induccion del proceso apoptdtico mediado por NE, no
da cuenta del aporte total de células con fragmentacién de la red mitocondrial.

Otro factor que puede afectar la cuantificacion morfoldégica de la mitocondria
es su biogénesis, debido a que puede llevar a un incremento en el nimero de
particulas mitocondriales por célula, sin que se produzcan cambios en la dinamica del
organelo. Para determinar si los estimulos hipertréficos generan cambios en el contenido
mitocondrial, cardiomiocitos de ratas neonatas se trataron con NE (10 uM) o IGF-1 (10
nM) por 48 h, y se determin6 la masa mitocondrial total mediante tincion con MTG y
citometria de flujo. Ademas, se investigd posibles cambios en los niveles de la proteina
mtHsp70, por Western blot en extractos totales. Esta proteina es exclusiva de mitocondria
donde se encuentra formando parte del complejo TOM20, y por lo tanto cambios en
la biogénesis o en la degradacion mitocondrial se veran reflejados en el contenido de
esta proteina. En la Figura 6 se muestran los resultados correspondientes a estas
dos mediciones, observandose que la exposicién a los estimulos prohipertréficos no
cambi6 la fluorescencia emitida por las células cargadas con MTG, ni en el contenido
de mtHsp70, por lo tanto, se puede concluir que no se encontraron alteraciones en el
contenido mitocondrial total de cardiomiocitos sometidos a los tratamientos hipertroficos.

Finalmente, para comprobar si la fragmentacion de la red mitocondrial generada
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por NE se produce en aquellos cardiomiocitos que desarrollan el fenotipo hipertréfico,
las células se trataron con la sonda fluorescente faloidina-rodamina, que permite
visualizar la organizacion sarcomérica mediante la union a F-actina, considerando como
criterio hipertréfico un incremento en la estructuracién de los sarcémeros, y también
se realiz6 una inmunofluorescencia indirecta para la proteina Hsp70 mitocondrial. Esta
aproximacién permite determinar la morfologia de la mitocondria en aquellas células que

muestran caracteristicas hipertréficas.
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Figura 6: Efecto de NE e IGF-1 sobre el contenido mitocondrial

Luego del tratamiento con los estimulos prohipertéficos por 48 h, se determind el contenido
mitocondrial total en los cardiomiocitos mediante A) tincion con MTG y citometria de flujo,
las imagenes superiores corresponden a histogramas representativos para cada una de las
condiciones, y el gréafico inferior corresponde a la cuantificacion de la fluorescencia media; y B)
Western blot de extractos totales para la determinacién de los niveles de la proteina mitocondrial
mtHsp70. Los valores corresponden al promedio + SEM (n=6 experimentos independientes). ns
= no significativo.
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La Figura 7A muestra imagenes de microscopia confocal para cardiomiocitos de
ratas neonatas sometidos a los tratamientos antes descritos y estimulados con NE
por 48 h, ademas de cardiomiocitos control (C). Como se puede observar, cuando NE
desencadena la respuesta hipertréfica, se produce un aumento en la sarcomerizacién
del cardiomiocito, visualizado como un incremento en la organizacion de las fibras
contractiles (tincion en rojo). Ademas, en las células no estimuladas, se observan
mitocondrias tubulares y alargadas, mientras que en el cardiomiocito hipertréfico la
morfologia cambia, para dar paso a mitocondrias esféricas y menos interconectadas
(tincidén en verde).

El incremento en la sarcomerizacién se produce por un aumento en la organizacién
de los sarcomeros y por una mayor presencia de unidades sarcoméricas, por lo tanto
en estas células se produce un incremento en los niveles de F-actina, siendo capaces
de fijar mas faloidina-rodamina y generando una mayor respuesta fluorescente. La
Figura 7B muestra un grafico con la cuantificacion de esta magnitud y otro con
la determinacién del area celular, observdndose un incremento en la fluorescencia,
indicativo de sarcomerizacion, y en el tamafo del cardiomiocito. La Figura 7C muestra
la cantidad de mitocondrias por célula, observandose un incremento respecto a la
situacion control, y el &rea mitocondrial promedio, observandose una disminucién en los

cardiomiocitos tratados con NE.
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Figura 7: Sarcomerizacion y morfologia mitocondrial en cardiomiocitos estimulados con
NE

Luego del tratamiento con NE (10 uM) por 48 h, los cardiomiocitos se fijaron y permeabilizaron
para ser incubados con la sonda faloidina-rodamina y con un anticuerpo especifico para detectar
la proteina de membrana mitocondrial mtHsp70. A) imagenes de microscopia confocal para
visualizar las estructuras sarcoméricas (color rojo) y la morfologia mitocondrial (color verde)
del cardiomiocito. La figura del panel inferior derecho de cada imagen, muestra un detalle
(magnificacion 2,5x) de la seccidon mas pequefia delimitada por el recuadro blanco. B) Graficos
con la cuantificacion de parametros indicativos de hipertrofia. C) Graficos con la cuantificacién
de parametros de morfologia mitocondrial. C = control; NE = norepinefrina; Faloidina-Rod.
= Faloidina-Rodamina; Los valores corresponden al promedio + SEM (n=3 experimentos
independientes); *p<0,05 vs su respectivo control.
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8.1.2. Determinacion de parametros metabodlicos mitocondriales

Como se ha mencionado anteriormente, en el desarrollo de hipertrofia patolégica
se producen cambios en la utilizacion de sustratos metabdlicos, incrementandose el
consumo de glucosa por sobre el de acidos grasos. Ademas el proceso patoldgico
se asocia a disfuncién mitocondrial y fallas contractiles, mientras que en la hipertrofia
fisiol6gica se incrementa la utilizacion, tanto de glucosa como de &cidos grasos,
generando un incremento metabdlico sostenido y una mejora en la funcién del corazén.
Para identificar si los estimulos prohipertroficos producen cambios en la actividad
mitocondrial del cardiomiocito, se determinaron los siguientes pardmetros que dan cuenta
de la funcion mitocondrial: el potencial de membrana mitocondrial, la generacion de ROS,
el contenido intracelular de ATP (ATPi) y la velocidad de consumo de oxigeno.

El potencial de membrana mitocondrial se genera mediante el paso de protones
desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana, a través de los complejos |, IlI
y IV en la fosforilacién oxidativa y es la fuerza motriz para la produccion de ATP en el
complejo V (ATP sintetasa). Para la determinacion de este parametro se utilizé la sonda
tetrametilrodamina metil éster (TMRM), que se une a mitocondria de manera dependiente
de su potencial de membrana, determinandose la fluorescencia por citometria de flujo
(Figura 8). El tratamiento con IGF-1 no cambi6 el potencial de membrana mitocondrial a
los tiempos estudiados, sin embargo la exposicién a NE provocé una caida significativa
de la fluorescencia a las 48 h.

La generacion de ROS se encuentra incrementada en procesos que generan
disfuncién mitocondrial, para su estudio se utilizé la sonda fluorescente 1, 2, 3
dihidrorodamina (DHR), que es oxidada a 1, 2, 3 rodamina en presencia de H».O, y luego
el cambio en la fluorescencia se detecté mediante citometria de flujo. En la Figura 9 se
observa que NE aumenté significativamente la fluorescencia a las 48 h de exposicion,
mientras que no se encontraron cambios significativos en cardiomiocitos tratados con
IGF-1.

La Figura 10 corresponde a la determinacion del contenido de ATPi. Para este fin se

utilizé el kit Cell-Titer Glo (Promega) y lumindémetro de placa. A las 48 h de tratamiento
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con NE disminuy6 significativamente del contenido de ATPi, mientras que el tratamiento
con IGF-1, nuevamente no mostré ningun cambio.

Al observar que IGF-1 no produjo cambios en ninguno de los pardmetros metabdlicos
hasta ahora estudiados, la determinaciéon de la velocidad del consumo de oxigeno se
evalu6 solamente en cardiomiocitos estimulados con NE. En la Figura 11 se observa
que la exposicién a NE por 48 h, genera una disminucion significaiva en el consumo de

oxigeno, sin cambios en la velocidad respiratoria maxima.
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Figura 8: Potencial de membrana mitocondrial en cardiomiocitos estimulados con IGF-1y
NE

Cardiomiocitos se estimularon con NE (10 uM) o IGF-1 (10 nM) por 0, 6, 24 0 48 h y luego se
incubaron con la sonda TMRM (100 nM) por 20 min para determinar el potencial de membrana
mitocondrial mediante citometria de flujo. En la parte superior se observan los histogramas
representativos para 48 h de estimulo, como control se utilizé el agente desacoplante CCCP;
Los valores corresponden al promedio + SEM (n=4 experimentos independientes) * p<0,05 vs
tiempo 0.
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Figura 9: Generacion de ROS en cardiomiocitos tratados con los estimulos
prohipertréficos

Cardiomiocitos de ratas neonatas se estimularon con NE (10 uM) o IGF-1 (10 nM) por 0, 6, 24 y
48 h, luego se incubaron con la sonda fluorescente DHR (25 uM) por 30 minutos para determinar
la produccion de ROS mediante citometria de flujo. Como control positivo se utilizé perdxido
de hidrégeno (H20-) 100 uM; Los valores corresponden al promedio + SEM (n=5 experimentos
independientes). *p<0,05 vs tiempo 0.

Los resultados muestran que a las 48 h de tratamiento con NE, se produjo disminucion
de los distintos parametros metabdlicos estudiados, ademas, a ese mismo tiempo
aumento la generacion de ROS. Todo esto indica que NE generd una disminucion en la
funcion de la mitocondria, lo que se correlaciona con un incremento en la fragmentacién
de este organelo, mientras que IGF-1 no cambié los parametros metabdlicos ni

morfolégicos.
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Figura 10: Efecto de los estimulos prohipertréficos sobre el contenido de ATPi
Luego del tratamiento con NE e IGF-1 a los tiempos y concentraciones indicadas, se determinaron
los niveles de ATPi utilizando ensayo de luciferina/luciferasa (Cell-Titer Glo Kit, Promega). Los
valores corresponden al promedio + SEM (n=7 experimentos independientes). *p<0,05 vs tiempo
0.
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Figura 11: Consumo de oxigeno en cardiomiocitos estimulados con NE

Las células se trataron con NE (10 M) a los tiempos indicados, luego se vertieron en una camara
(volumen final de 600 pL) acoplada a un sistema de electrodo de Clark para registrar la velocidad
de consumo de oxigeno. Una vez que las células habian consumido aproximadamente el 75 %
del oxigeno de la camara, se les agregé CCCP a una concentracion final de 2 nM, para evaluar la
velocidad de respiracién desacoplada, la cual corresponde al inverso de la denominada tasa de
control respiratorio y da cuenta de la capacidad total de la cadena transportadora de electrones
en relacién a la respiracion basal parcialmente acoplada. Los valores corresponden al promedio
+ SEM (n=5 experimentos independientes). *p<0,05 vs tiempo 0.
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8.2. Objetivo 2: Determinar expresion y niveles de proteinas de
fusién/fision mitocondrial en ambos modelos de hipertrofia y posibles

mecanismos transduccionales implicados

El metabolismo mitocondrial desempena un rol central en la mantencion de la funcién
cardiaca, en directa relacidén con esto, se ha observado que los procesos de fusién y fisién
mitocondrial participan en la regulacion de la actividad bioenergética de este organelo
produciéndose una disminucién de esta bioactividad en el proceso hipertréfico patolégico.
Tomando en cuenta estos antecedentes es interesante estudiar posibles cambios, en la
hipertrofia del cardiomiocito, de los niveles y distribucién de las distintas proteinas que
gobiernan el proceso de dinamica mitocondrial, donde solo se conoce la disminucion de
los niveles del mMRNA de Mfn2 en modelos asociados a la respuesta patologica, asi como

también determinar qué tipos de vias transduccionales se encuentran implicadas.

8.2.1. Efecto de los estimulos prohipertréficos sobre los niveles de las proteinas

asociadas a dinamica mitocondrial

Para resolver este segundo objetivo, se obtuvieron extractos proteicos totales de
cardiomiocitos tratados por 48 h con ambos estimulos prohipertréficos y mediante
Western blot, se determinaron los niveles de las principales proteinas asociadas a los
procesos de dinamica mitocondrial (Figura 12). No se encontraron cambios en los niveles
proteicos de OPA1, Mfn2, Drp-1 y Fis-1, al contrario de lo que se esperaba debido a la
fisibn mitocondrial producida por NE y a la disminucién del mRNA de Mfn2 descrita en
diversos modelos de hipertrofia por Fang y cols. [171]. Sin embargo, se ha demostrado
gue durante eventos que producen disipacién del potencial de membrana mitocondrial, la
proteina OPA1 sufre la accion de la proteasa OMA1, generandose una rapida conversiéon
de las formas largas de OPA1 a las formas cortas, provocando finalmente fragmentacién
mitocondrial [140, 141]. Debido a que NE provocé disminucién del potencial de membrana
mitocondrial a las 48 h (Figura 8), se investigo si se producia disminucion de las formas
largas de la proteina OPA1 a las 24 y 48 h de exposicién a NE. Para este fin se utilizé

un anticuerpo policlonal, que detecta gran parte de las isoformas de OPA1, siendo
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necesario el uso de un gel de poliacrilamida al 12 % para obtener la resolucién adecuada.
Nuevamente los resultados fueron negativos (figura 13), ya que el tratamiento con NE

no produce alteraciones entre las formas largas y cortas de la proteina.
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Figura 12: Niveles de las proteinas moduladoras de la dinamica mitocondrial
Cultivos primarios de cardiomiocitos se estimularon por 48 h con NE (10 uM) o IGF-1 10 (nM),
luego se obtuvieron los extractos proteicos totales y se determind, mediante Western blot, los
niveles de las proteinas relacionadas a los procesos de A) fusion mitocondrial (OPA-1 y Mfn2; n=4)
y B) fision mitocondrial (Drp-1y Fis; n=6). A la izquierda se muestra un Western blot representativo
para cada proteina y a la derecha el respectivo andlisis densitométrico. Como control de carga se
utilizé la proteina -Tubulina; ns=no significativo.

Un evento importante para el proceso de fisibn, mas que el incremento en la
masa de las proteinas involucradas, es la migracion de Drp-1 desde el citosol a la
membrana mitocondrial, donde diversos investigadores han descrito que interactda con
Fis-1[117, 178]. Por lo tanto para determinar cambios en la distribucién de ésta proteina,
cultivos primarios de cardiomiocitos se estimularon a distintos tiempos con NE y luego se
fijaron y permeabilizaron para hacer estudios de inmunofluorescencia indirecta para las

proteinas Drp-1y Fis-1 (Figura 14A), observandose un incremento en la colocalizacién
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de estas proteinas (Figura 14B), determinado mediante el calculo del coeficiente de
Manders y mediante el indice de correlacion de Pearson’s. Ambos parametros se

calcularon utilizando el programa ImageJ.
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Figura 13: Determinacion de formas largas y cortas de la proteina OPA1
Se obtuvieron extractos totales de cardiomiocitos tratados con NE 10 uM por 0, 24 y 48 h, luego
se realizd un Western blot en geles de poliacrilamida al 12% por 6 h para separar las formas
largas y cortas de la proteina OPA1, las cuales se identificaron mediante el uso de un anticuerpo
policlonal, que detecta la mayoria de las isoformas de la proteina. L = formas largas, C = formas
cortas, NS = no significativo, n = 3.

También se realizé fraccionamiento subcelular y se obtuvieron extractos enriquecidos
en mitocondrias y en citosol, en los cuales se determinaron los niveles de Drp-1 mediante
Western blot. La Figura 14C muestra un incremento de la proteina Drp-1 en la fraccién
mitocondrial de cardiomiocitos tratados con NE (10 uM) por 24 y 48 h. Por lo tanto,
los resultados sugieren que el tratamiento con NE estimula la fragmentacién de la
red mitocondrial mediante un incremento en la translocacion de Drp-1 a la membrana

mitocondrial.
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Figura 14: Distribucion subcelular de Drp-1 en cardiomiocitos tratados con NE

A) Imagen representativa de una inmunofluorescencia adquirida mediante microscopia confocal,
para las proteinas Fis-1 (verde) y Drp-1 (rojo) en cardiomiocitos estimulados con NE (10uM) por
48 h. En el recuadro de la derecha, se observa un detalle de la microscopia para una regién
perinuclear (magnificacion 3x). R = Coeficiente de Pearson’s. B) Cuantificacion del coeficiente de
Manders para las imagenes de inmunofluorescencia indirecta, en células tratadas por 0, 6, 24 y
48 h con NE (10 M), *p<0,05 Drp-1 vs Fis-1; n=4. C) Western blot para determinar los niveles
de la proteina Drp-1 en fracciones citosélicas y mitocondriales de cardiomiocitos estimulados con
NE (10 uM) por 0, 24 y 48 h. La proteina gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se
utilizé6 como marcador citosoélico y la tincién con Ponceau se usé como control de carga, n = 1.
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8.2.2. Participacion de la fosfatasa calcineurina en la fragmentacion de la red

mitocondrial mediada por NE

Una de las vias transduccionales de mayor relevancia en el desarrollo de la hipertrofia
cardiaca patoldgica es la via Ca?t/CaM/Calcineurina/NFAT3 , que entre otros factores,
es activada por estimulacién adrenérgica [50]. Los ratones transgénicos que expresan
una forma activada de calcineurina en corazén desarrollan rapidamente el fenotipo
hipertrofico, observandose que al inhibir farmacol6gicamente la actividad de calcineurina,
se impide el desarrollo de hipertrofia in vivo e in vitro [43]. Se ha descubierto que
calcineurina desfosforila a Drp-1 en el residuo Ser637, produciendo un incremento en su
migracion hacia la membrana mitocondrial, y por lo tanto, fision de las mitocondrias [154].
Estos antecedentes indican que la activacion de calcineurina, provocada por el estimulo
adrenérgico, podria estar involucrada en la fragmentacién de la red mitocondrial. Para
evaluar ésta posibilidad, en primer lugar se determiné la participacion del RA«a mediante
microscopia confocal de cardiomiocitos incubados con MTG y tratados con el estimulo
hipertréfico y/o expuestos al antagonista « adrenergico prazocin. En la Figura 15 se
observa que al bloquear la sefalizacion mediada por el RAa, el estimulo prohipertréfico

NE no produce cambios en la morfologia de la red mitocondrial del cardiomiocito.
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Figura 15: Participacion del receptor adrenérgico tipo « en la fision mitocondrial del
cardiomiocito mediada por NE

Cardiomiocitos de ratas neonatas fueron incubados con el antagonista « adrenérgico prazocin (1
uM) y posteriormente fueron tratados por 48 con NE (10 1M). La red mitocondrial fue visualizada
mediante tincion con MTG y microscopia confocal. En el panel izquierdo, se observan imagenes
representativas de la microscopia confocal para las distintas condiciones, el recuadro ubicado en
la esquina inferior derecha de cada imagen corresponde a un detalle de la estructura mitocondrial
(magnificacion 2,5x). ElI numero relativo de mitocondrias por célula y el volumen mitocondrial
relativo al control (graficos del panel derecho), fueron determinados usando el complemento
“object counter 3d” del programa ImageJ. *p<0,05 respecto al control.

En segundo lugar, se determiné la activacién de calcineurina en cardiomiocitos
estimulados con NE, a través de Western blot para la proteina RCAN 1.4, que incrementa
su expresidon de manera dependiente a la activacidon de la via calcineurina/NFAT3
[184]. La Figura 16A muestra un Western blot para RCAN 1.4 en extractos totales
de cardiomiocitos estimulados con NE entre 0 y 48h, observandose un incremento en
los niveles de RCAN 1.4 a contar de las 24 h de tratamiento. También se investigo
el grado de fosforilacién de Drp-1 en Ser637, mediante Western blot y el uso de un
anticuerpo especifico de reciente aparicién comercial. Como se muestra en la Figura
16B, se encontrd una disminucién significativa en la fosforilacién de esta proteina a las

48 h de exposicién a NE, sin embargo para las 24 h de tratamiento, no se encontraron
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diferencias significativas, aunque se aprecia una tendencia a disminuir el grado de
fosforilacion de Drp-1. Esto se contrapone a los resultados esperados, donde la activacion
de calcineurina debiera haber provocado una desfosforilacion de Drp-1 desde las 24 h de
tratamiento con NE, lo que daria cuenta del incremento en su migracion a membrana
mitocondrial. Es probable que la falta de resultados estadisticamente diferentes pueda
ser consecuencia de los bajos niveles basales de fosforilacién que exhibe la proteina,
haciendo dificil observar cambios asociados a una mayor reduccion de dicha fosforilacion.

Para confirmar si calcineurina participa en la fragmentacion mitocondrial gatillada
por NE, cultivos de cardiomiocitos se transducieron con un adenovirus que expresa un
péptido simil a la subunidad regulatoria de calcineurina (adenovirus CAIN), que inhibe
la actividad de la enzima, y con un adenovirus que expresa la subunidad catalitica de
calcineurina, cuyo dominio autoinhibitorio ha sido eliminado, por lo que es una forma

constitutivamente activa de la enzima (AdCN).
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Figura 16: Efecto de NE sobre los niveles de RCAN 1.4 y desfosforilacion de Drp-1
Las células se estimularon con NE (10 M) entre 0 y 48 h, luego se obtuvieron los extractos
proteicos totales y mediante Western blot se determinaron los A) niveles de la proteina RCAN
1.4, como marcador de la actividad de la fosfatasa calcineurina y B) grado de fosforilacién de
Drp-1 en el residuo de serina 637, que es desfosforilado por calcineurina. *p<0,05 vs tiempo 0;
n=3.
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Como se muestra en las imagenes de microscopia confocal de la Figura 17, no se
aprecian diferencias en el aspecto de la red mitocondrial con respecto a la situacién
control en las células que han sido tratadas con NE y transducidas con el adenovirus
CAIN, a diferencia de los cardiomiocitos que han sido transducidos con AdCN, donde
se observa una red mitocondrial ampliamente fragmentada, presentando ademas un
incremento en el tamano celular, caracteristica tipica del proceso hipertréfico. Ademas,
la cuantificacion de los parametros asociados a morfologia mitocontondrial, revelé que
la transducciéon con AdCN incrementé el porcentaje de células con fragmentacién de la
red mitocondrial (77 £ 3% vs 22 + 4% ), aument6 en el nUmero de mitocondrias por
célula (234 + 29 vs 103,8 + 17) y disminuyd del volumen mitocondrial respecto al control
(470,1 £ 30 vs 1495 + 226; AdCN vs control; promedios + SEM), mientras que las células
estimuladas con NE y transducidas con el adenovirus CAIN, no presentaron cambios
significativos en la morfologia mitocondrial.

Los resultados obtenidos en este segundo objetivo, indican que el mecanismo
mediante el cual se produce fragmentacion mitocondrial en los cardiomiocitos
estimulados con NE, es a través de la migracién de la proteina Drp-1 a mitocondria,

donde la activacion de la fosfatasa calcineurina, desempena un importante rol.
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Figura 17: Efecto de los adenovirus CAIN y CN sobre la morfologia mitocondrial del
cardiomiocito

Cardiomiocitos de ratas neonatas se transducieron con un adenovirus que expresa un péptido
inhibitorio para calcineurina (CAIN; MOI: 2000), con un adenovirus que expresa una forma
constitutivamente activa de calcineurina (AdCN; MOI: 1000), o con adenovirus control (Mock; MOI:
2000). Luego de 24 h, los cardiomiocitos transducidos con el adenovirus CAIN se estimularon con
NE (10 uM) por 48 h y se visualiz6 la red mitocondrial de ambos grupos mediante tincion con MTG
y microscopia confocal. A la izquierda de la figura se muestran imagenes representativas de la red
mitocondrial para cada condicién, los recuadros de la esquina inferior derecha muestran un detalle
de la microscopia (magnificacion 3x), mientras que a la izquierda se observa la cuantificacion de
los parametros asociados a morfologia mitocondrial. *p<0,05 vs C; #p<0,05 vs Mock; C: Control
sin transduccion; n=3.
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8.3. Objetivo 3: Evaluar la participacion de proteinas de fusion/fision
mitocondrial en el crecimiento hipertréfico de cardiomiocitos inducido

por IGF-1 y norepinefrina

Como se ha mencionado, la actividad mitocondrial es un factor clave para la funcion
cardiaca, observandose que alteraciones asociadas a una disminucion en el aporte
energeético del corazén, se relacionan directamente al desarrollo de diversas patologias
cardiacas, donde el fenotipo hipertréfico se presenta como un factor comin debido a que
su manifestacién es el punto de partida del remodelado cardiaco. Por otro lado, al inhibir la
actividad de las proteinas participantes en la dindmica mitocondrial, se producen cambios
en el metabolismo oxidativo de la mitocondria. Junto con esto, los cambios morfol6gicos
encontrados en éste organelo durante la induccion del proceso hipertréfico por NE,
podrian ser indicio de que estas proteinas podrian estar participando en el desarrollo
de hipertrofia cardiaca.

El desarrollo de hipertrofia conlleva una serie de eventos como aumento en la
sarcomerizacion, re-expresién del programa genético fetal y aumento en el volumen
y area celular [54], muchos de los cuales se utilizan como criterios para identificar la
manifestacion del proceso, por lo tanto, para evaluar la participacién de la proteina de
fusidbn Mfn2 y de la proteina de fisibn mitocondrial Drp-1 en el desarrollo del fenotipo
hipertrofico, cultivos primarios de cardiomiocitos de ratas neonatas se transducieron con
un adenovirus que expresa un RNA antisentido para Mfn2 (AsMfn2) o con un adenovirus
que expresa una proteina Drp-1 mutante (K38A) que actia como dominante negativo, y

se evaluaron distintos pardmetros marcadores de hipertrofia.

8.3.1. Participacion de la proteina Mfn2 en el desarrollo de hipertréfia cardiaca

La Figura 18A muestra que la transducién con el adenovirus AsMfn2 produce
fragmentacion de la red mitocondrial del cardiomiocito, con una disminuciéon en el
volumen mitocondrial promedio, mientras que en la Figura 18B se observa que el

adenovirus efectivamente produce una disminucién en los niveles de la proteina Mfn2.
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Figura 18: Efecto del adenovirus AsMfn2 sobre la morfologia de la red mitocondrial y los
niveles de la proteina Mfn2 en el cardiomiocito.

Cardiomiocitos de ratas neonatas se transducieron con un adenovirus antisentido para la proteina
Mfn2 (AsMfn2, MOI 1000) o con adenovirus control (Mock, MOI 1000). A) La imagen superior
corresponde a una microscopia confocal de células marcadas con mitotracker green (400 nM)
para identificar la red mitocondrial, en las imagenes inferiores se muestra una ampliacion de la
seccion cdemarcada por el recuadro blanco para cada condicién. El grafico inferior corresponde
a la cuantificaciéon del volumen mitocondrial promedio por célula (n=3). B) Western blot para la
proteina Mfn2 y mas abajo su respectivo analisis densitométrico (n = 3). # p<0,05 respecto al
control y * p<0,05 respecto a Mock.

Efecto del adenovirus AsMfn2 sobre el area y la sarcomerizacion del cardiomiocito
En otro experimento, los cardiomiocitos se incubaron con los estimulos prohipertréficos
NE (10 uM) o IGF-1 (10 nM) por 48 h y/o se transdujeron con el adenovirus AsMfn2
(Figura 19). La exposicion a los estimulos prohipertréficos produjo incremento de
la estructuracién sarcomérica, visualizada mediante tincién con faloidina-rodamina y
microscopia de epifluorescencia, ademas, el mismo efecto se observé cuando se
disminuyen los niveles de Mfn2, pero en menor grado que el observado para NE e
IGF-1. Esto se corrobor6 al graficar la intensidad de la fluorescencia que pasa por una

trayectoria lineal, observandose que las células sarcomerizadas, como las expuestas a
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NE y a AsMfn2, muestran un patrén ordenado debido a que las unidades sarcoméricas
al estructurarse presentan zonas definidas de fluorescencia y oscuridad a intervalos
regulares, al contrario de las células no sarcomerizadas (Figura 19, esquina inferior

derecha).
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Figura 19: Efecto de NE, IGF-1y AsMfn2 sobre la sarcomerizacion del cardiomiocito

La figura corresponde a una imagen representativa de 4 experimentos en los cuales se muestra
la organizacion sarcomérica mediante tincién con faloidina-rodamina y microscopia de epi-
fluorescencia para cardiomiocitos tratados con los estimulos prohipertréficos NE (10 M) o IGF-1
(10 nM) por 48 h, o transducidos con adenovirus antisentido para mitofusina 2 ( AsMfn2; MOI
1000). El recuadro de la esquina inferior derecha, corresponde al analisis de la fluorescencia
a lo largo de una trayectoria lineal sobre las estructuras sarcoméricas en cada una de las
condiciones mostradas (linea amarilla inserta en las imagenes) mediante el uso del software
Imaged, observandose que cardiomiocitos con mayor estructuracién sarcomérica muestran una
grafica con patrones de fluorescencia regulares respecto a su intensidad y frecuencia. C: control;
Mock: adenovirus control (MOI 1000); los nucleos se marcaron con Hoescht.

El porcentaje de células sarcomerizadas se muestra en la Figura 20A, observandose
que los cardiomiocitos transducidos con el adenovirus AsMfn2, al igual que aquellos que

recibieron los estimulos hipertréficos, presentaron un incremento significativo de este
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parametro (7 £ 1% vs 75 + 5% y 56 = 7% para C, NE e IGF-1, y 12 £ 2% vs 53 %
6 % para Mock y AsMfn2 respectivamente; valores promedio + SEM). Otra caracteristica
del fenotipo hipertrofico es el incremento en el area del cardiomiocito, la Figura 20B
muestra los resultados para la medicién de este parametro, donde se aprecia que al
disminuir los niveles de Mfn2, se produce un aumento significativo del &rea celular, similar
al obtenido con los estimulos NE e IGF-1 (55 + 6%; 48 + 6% y 44 + 8% por sobre
el control para NE; IGF-1 y AsMfn2 respectivamente). Para ambos parametros no se
apreciaron diferencias al comparar cardiomiocitos tratados solamente con los estimulos
prohipertroficos y aquellos que ademds fueron transducidos con AsMfn2, lo que indica la
ausencia de un efecto sinérgico entre la disminucion de los niveles de Mfn2 y los factores

prohipertroficos.
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Figura 20: Area celular y sarcomerizacion en cardiomiocitos tratados con los estimulos
prohipertroficos y/o transducidos con AsMfn2

Efecto de NE, IGF-1 y disminucién de los niveles de Mfn2 en A) area celular y B) porcentaje de
cardiomiocitos sarcomerizados. Los estimulos prohipertréficos IGF (10 nM) y NE (10 uM), fueron
utilizados por 48h; Mock y AsMfn2 MOI = 1000, *p<0,05 vs C; # p<0,05 vs Mock; se contaron
aproximadamente 100 células por estimulo en cada experimento; n=4.

Reexpresion del programa genético fetal en cardiomiocitos transducidos con
adenovirus AsMfn2 La Figura 21A muestra un Western blot representativo y abajo
su respectivo analisis densitométrico, donde se aprecia que en los cardiomiocitos

transducidos con el adenovirus AsMfn se incrementaron los niveles de SMHC, al igual
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que aquellos estimulados con norepinefrina. Para determinar cambios en la expresién
de los genes ANF y SKA, las células se transfectaron con plamidios reporteros que
contenian el sitio promotor para éstos genes acoplado a luciferasa (Figura 21B).
No se observaron cambios significativos en la expresion del reportero ANF-LUX en
cardiomiocitos transducidos con adenovirus AsMfn2 o estimulados con IGF-1, por otro
lado, el tratamieno con NE aumenté la expresién de éste péptido. Respecto a la expresion
del reportero SKA-LUX, se observa que ambos estimulos prohipertroficos incrementaron
significativamente la actividad del gen reportero al igual que el tratamiento con el

adenovirus antisentido para Mfn2.
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Figura 21: Efecto del adenovirus AsMfn2 sobre la reexpresion del programa genético fetal
en cardiomiocitos

Cardiomiocitos de ratas se cultivaron en presencia de los estimulos hipertréficos y/o transducidos
con adenovirus AsMfn (MOI 1000), ambos por 48 h. A) Determinacién de los niveles de (-
MHC mediante Western Blot en extractos totales (n=3) y su respectivo grafico de densitometria;
B) Expresién de las proteinas asociadas al programa genético-fetal ANF y SKA. Cultivos de
cardiomiocitos fueron transfectados con genes reporteros LUX para ANF (n=3) y SKA (n=4) y
luego de 24 h fueron sometidos a los tratamientos indicados en el grafico por 48 h. La linea
horizontal en los graficos corresponde al valor relativo del control. * p<0,05; NE e IGF vs C y
AsMfn vs Mock.
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8.3.2. Participacion de la proteina Drp-1 en el desarrollo de hipertrofia cardiaca

En la Figura 22A se muestra que el adenovirus K38A produce fusién de la red
mitocondrial, que se demuestra en el grafico mediante un aumento en el volumen
mitocondrial promedio, y en la Figura 22B, mediante Western blot se muestra que la
transduccion con el adenovirus K38A produce incremento en los niveles de la proteina

mutante.
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Figura 22: Efecto del adenovirus K38A sobre la morfologia mitocondrial del cardiomiocito
A) Microscopia confocal de cardiomiocitos tratados con mitotracker green, en las imégenes
inferiores se muestra una ampliacién de la seccién demarcada por el recuadro blanco para cada
condicién y mas abajo se observa el grafico de volumen mitocondrial. B) Western blot para Drp-1
y su respectivo analisis densitométrico. # p<0,05 vs Mock; * p<0,05 vs C.

Efecto del adenovirus K38A sobre el area y la sarcomerizacion del cardiomiocito
La Figura 23 muestra una imagen representativa de la estructura sarcomérica para
cardiomiocitos expuestos a los distintos estimulos hipertréficos y transducidos con
el adenovirus K38A. En los cardiomiocitos sometidos solamente a los estimulos

hipertréficos, se aprecia en forma clara un incremento en la sarcomerizacién, mientras
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que en las células transducidas con el adenovirus K38A y luego estimuladas con NE
o IGF-1, no se observan diferencias importantes respecto al control. La Figura 24A
presenta el porcentaje de cardiomiocitos que presentan sarcomerizacion, donde el
grupo de células que expresa la proteina K38A presenta un menor porcentaje al ser
estimuladas con NE o IGF-1. Un resultado similar ocurre en la cuantificacién del area
celular, observandose que los cardiomiocitos transducidos con K88A muestran un menor

incremento en esta magnitud frente a los estimulos (Figura 24B).
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Figura 23: Efecto de NE, IGF-1 y el adenovirus K38A sobre la sarcomerizacion del
cardiomiocito

Cardiomiocitos de ratas neonatas se estimularon por 48 h con NE (10 uM), IGF-1 (10 nM) y/o
transducidos con un adenovirus que expresa un dominante negativo para la proteina de fision Drp-
1 (K38A). Posteriormente las células se fijaron y trataron con faloidina-rodamina para observar la
organizacién sarcomérica. Los nucleos se marcaron con Héescht.
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Reexpresion del programa genético fetal en cardiomiocitos transducidos con
adenovirus K38A  Para evaluar la reexpresion del programa genético fetal se
determinaron los niveles de la proteina S-MHC y la expresion de los péptidos ANF y SKA.
Como se puede observar en la Figura 25A, los cardiomiocitos que han sido tratados
con los estimulos prohipertréficos IGF-1 o NE, y que ademas han sido transducidos
con el adenovirus K38A, presentan una disminucion en el incremento de 5-MHC y en
la actividad de los genes reporteros, al compararlos con las células tratadas solamente
con los estimulos. Se debe destacar que estos resultados corresponden a un Unico

experimento, por lo tanto deberan realizarse nuevas experiencias para comprobar estos

resultados.
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Figura 24: Area celular y sarcomerizacion en cardiomiocitos tratados con los estimulos
prohipertroficos y/o transducidos con el adenovirus K38A

Gréficos de A) porcentaje de células que presentan sarcomerizaciéon y B) area celular relativa al
control. * p<0,05 NE e IGF-1 vs C; # p<0,05 NE vs NE+K38A, n =3
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Figura 25: Efecto del adenovirus K38A sobre la reexpresion del programa genético fetal en
cardiomiocitos

A) Western blot para la proteina S-MHC; B) determinacién, mediante el uso de genes reporteros,
de la expresion de ANF y SKA. La linea horizontal en los graficos corresponde al valor relativo del
control; n=1.

Los resultados de este tercer objetivo, muestran que al fragmentar la red mitocondrial,
mediante una disminucién de los niveles de Mfn2, se incrementan la mayoria de los
parametros hipertréficos estudiados, mientras que al desplazar el equilibrio hacia el
proceso de fusion mitocondrial, por una caida en la actividad de la proteina Drp-1, se
produce una disminucién en la respuesta hipertréfica generada por ambos estimulos.
Por lo tanto, estos resultados indican que el equilibrio de los eventos de fision y fusion
mitocondrial, desempefa un papel critico en el desarrollo de la respuesta hipertrofica en

el cardiomiocito.
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9. DISCUSION

Todos los procesos celulares requieren energia y son llevados a cabo a través de
vias dependientes de ATP, por esta razon alteraciones en el flujo energético provocan
disfuncién celular independiente del tipo de tejido afectado. Sin embargo, aquellos
organos que requieren una mayor demanda de ATP para mantener sus actividades
biol6gicas, son mas sensibles a cambios en el balance energético y por lo tanto, afectados
en forma mas prematura y/o intensa. El corazén es uno de estos 6érganos, debido a que el
cardiomiocito requiere de grandes cantidades de energia para realizar procesos celulares
altamente especializados y complejos como la funcién contractil, el transporte iénico y la
homeostasis intracelular de Ca®* [64]. El mUsculo cardiaco sintetiza diariamente cerca
de 30 kg de ATP [185], donde la oxidacion de &cidos grasos y glucosa que ocurren en la
mitocondria son la principal fuente de generacidén de ATP en el cardiomiocito sano, dando
cuenta del 98 % del aporte energético versus el 2 % restante aportado por la glicélisis en
condiciones aerdbicas normales [186]. Estos antecedentes, posicionan a la mitocondria
como un organelo clave en la mantencion de la funcién cardiaca.

La relacion existente entre el metabolismo y la funcién del cardiomiocito presenta
gran relevancia en cuadros patolégicos que conducen al desarrollo de hipertrofia e
insuficiencia cardiaca, debido a que estas condiciones se asocian con una caida
progresiva de la funciéon mitocondrial, disminuyendo la capacidad de este organelo para
generar ATP. Esta reduccidn produce una desregulacion secundaria de procesos criticos
para la funcion del corazén, generdndose un ciclo donde se produce un incremento
en la demanda energética que no puede ser satisfecha, que a su vez disminuye
la actividad cardiaca, agravando el cuadro patolégico [64]. Por otro lado, distintas
investigaciones han mostrado que fallas puntuales en la mitocondria alteran la funcién
cardiaca, observandose que la reduccién en la actividad de componentes del sistema
de la fosforilacion oxidativa, mutaciones en proteinas relacionadas con el transporte de
sustratos mitocondriales (como el transportador de nucleotidos de adenina y proteinas
transportadoras de acidos grasos), o deplecién del DNA mitocondrial, estimulan el

desarrollo de un fenotipo hipertréfico [73, 74, 187, 188]. En directa relacion con esta

95



evidencia, los cambios en la morfologia mitocondrial estan estrechamente asociados a
la funcidén del organelo, observandose que manipulaciones en la maquinaria proteica
que gobierna los procesos de fusién o fisibn mitocondrial, producen alteraciones en la
homeostasis bioenergética celular [130, 159]. Actualmente existe un reducido nimero de
publicaciones que hacen referencia a la participacion de la dindmica mitocondrial en la
generacion y el desarrollo de patologias cardiacas, a pesar de que, a la luz de todos los
antecedentes expuestos anteriormente, la relacién entre ambos eventos es altamente
probable. Por esta razdn, el objetivo del presente trabajo consisti6 en determinar si
los cambios en la funcion y morfologia mitocondrial se relacionan con el desarrollo de
hipertrofia cardiaca fisiol6gica y/o patologica, asi como también investigar la participacion
de proteinas claves en la regulacién de la dindmica mitocondrial y las posibles vias

transduccionales implicadas.

9.1. Cambios en la morfologia mitocondrial durante el desarrollo de
hipertrofia cardiaca

De acuerdo a resultados encontrados por Schaper et al. las mitocondrias ocupan
aproximadamente el 30 % del volumen cardiaco [189], donde se ubican principalmente en
una distribucién longitudinal, altamente empaquetadas entre las miofibrillas, usualmente
entre las zonas demarcadas por dos bandas Z, sin sobrepasar la longitud sarcomérica.
Vendelin et al. caracterizaron cuantitativamente la distribucién mitocondrial en el musculo
cardiaco, utilizando microscopia confocal y cardiomiocitos de rata adulta [190]. De esta
forma determinaron la posicién mitocondrial relativa en este tipo celular. Los resultados
mostraron que en el cardiomiocito adulto, las mitocondrias se distribuyen siguiendo
un patrén altamente estructurado, adoptando una conformacion denominada de “tipo
cristalina” [190]. Frente a esta evidencia, inmediatamente surge como interrogante si
en este ambiente de alta estructuracion tienen cabida los procesos de fusion y fision
mitocondrial, Al respecto, Beraud et al. mediante el uso de sondas fluorescentes y
microscopia confocal, investigaron los movimientos e interconectividad eléctrica de las
mitocondrias en cardiomiocitos de rata adulta [163]. Ellos encontraron que en condiciones

fisioldgicas, las mitocondrias cardiacas presentan pequefos movimientos que no superan
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el diametro mitocondrial promedio y se comportan como unidades eléctricamante
independientes, descartando la ocurrencia de eventos de dinamica mitocondrial [163].
En este mismo trabajo concluyen que los movimientos mitocondriales de alta frecuencia
y baja amplitud se producen por cambios en el estado energético mitocondrial, debido
a que se ha mostrado que la mitocondria puede existir en un estado condensado,
asociado a una velocidad respiratoria mayor, donde se produce una expansién de los
compartimentos formados por las crestas mitocondriales y una contraccién del contenido
matricial, o en un estado ortodoxo, caracterizado por una matriz mitocondrial expandida
y una velocidad de consumo de oxigeno menor [191].

La evidencia hasta ahora discutida indica ausencia de dinamica mitocondrial en el
cardiomiocito adulto, sin embargo, diversos estudios han demostrado que en condiciones
patolégicas, las células cardiacas acumulan poblaciones de mitocondrias anormalmente
grandes o pequefnas. Por ejemplo, mediante microscopia electronica, se observé
fragmentacion mitocondrial en cardiomiocitos de raton adulto, sometidos a periodos
de isquemia y reperfusion [166], por otro lado, en cardiomiocitos de pacientes con
cardiomiopatia dilatada idiopatica, fueron encontradas mitocondrias de gran tamafno, que
usualmente presentaban crestas mitocondriales con estructuras circulares concéntricas
[192]. Esto indica que bajo condiciones de estrés, las mitocondrias no permanecen
absolutamente estéaticas en el cardiomiocito adulto.

Pocas evidencias existen respecto a la morfologia que adoptan las mitocondrias en
el crecimiento hipertréfico. Sin embargo como ya se ha mencionado previamente, en
modelos patolégicos de remodelado cardiaco post isquemia o en la insuficiencia cardiaca
se ha encontrado un fenotipo mitocondrial fragmentado [165, 166]. Estas observaciones
concuerdan con los resultados obtenidos durante ésta tesis, donde se observé que NE
fragmenta la red mitocondrial de cardiomiocitos de ratas neonatas a partir de las 24 h de
exposicion (Figura 3). Estos resultados se confirmaron por inmunofluerescencia indirecta
al documentar que aquellas con fenotipo hipertréfico presentaban simultaneamente
mitocondrias fragmentadas (Figura 7). Es posible que este cambio morfologico se deba
a un incremento en la estructuracién sarcomérica que experimentan los cardiomiocitos

neonatos durante el desarrollo del fenotipo hipertréfico, debido a que las mitocondrias se
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ven obligadas a agruparse en torno a las miofibrillas de manera similar a la arquitectura
final que adoptan en el cardiomiocito adulto, sin embargo, al estimular las células con un
agonista que produce “hipertrofia fisiolégica” como IGF-1, no se modificd la morfologia
mitocondrial (Figura 4), a pesar que se produce un incremento en la sarcomerizacion de
manera similar al observado en cardiomiocitos estimulados con NE (Figuras 19 y 23).
En base a estas observaciones se puede postular que sélo el desarrollo de la hipertrofia
patolégica se asocia a fragmentacién de la red mitocondrial en el cardiomiocito. Sin
embargo, esta hipétesis debera ser testeada en futuras investigaciones.
Interesantemente, Communal et al. observaron que la exposicion de cardiomiocitos
adultos en cultivo a NE (10 M por 24 h), incrementd significativamente la cantidad de
células apoptoticas, a través de la activacion de receptor 3 adrenérgico y proteina Gs,
debido a que esta apoptosis fue inhibida al utilizar el antagonista g adrenérgico propanolol
pero no cono el antagonista adrenérgico a1 prazosin. Ademas, este efecto se reprodujo
cuando las células se trataron con isoprotenerol (agonista 5 adrenérgico) y forskolina
[193]. En un trabajo reciente, se observd que el tratamiento de cardiomiocitos de ratas
neonatas con NE (10 M por 48 h) incrementé significativamente el porcentaje de células
apoptéticas en aproximadamente un 11 % [183], resultado cercano al encontrado en este
trabajo, donde se observé un aumento del 8% de cardiomiocitos apoptoticos respecto
al control (Figura 5). Estos antecedentes son de gran interés debido a que diversas
investigaciones han descrito fragmentacion de la red mitocondrial durante la induccién
del proceso apoptoético [137, 194, 195]. Al respecto nuestro Laboratorio fue pionero al
informar la existencia de fragmentaciéon mitocondrial asociada a la fase temprana de la
apoptosis inducida por ceramidas [178]. También es importante recordar que hay diversos
antecedentes que vinculan la muerte del cardiomiocito por apoptosis con la transicion
de hipertrofia patolégica a insuficiencia cardiaca. Sin embargo, el analisis de nuestros
resultados, mostré que el porcentaje de cardiomiocitos que presentaron fragmentacion de
la red mitocondrial frente al estimulo adrenérgico alcanz6 un 39 % a las 48 h de estimulo
respecto al control, valor que es considerablemente mayor que la cantidad de células
apoptoticas observadas. Futuros estudios deberan clarificar si la la fragmentacién de la

red mitocondrial inducida por NE se vincula con la apoptosis del cardiomiocito.
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La morfologia mitocondrial depende de los niveles y actividad de las proteinas
relacionadas a la regulacion de los procesos de dindmica que ocurren en este organelo,
observandose que una disminucion en la masa de las proteinas que gobiernan la fusién
mitocondrial, produce fragmentacién de la red por un predominio de los eventos de fision
y por el contrario, una disminucion en los niveles de las proteinas reguladoras de la fisiéon
mitocondrial genera agregacion de las mitocondrias [120, 121, 162]. Al respecto, Chen
et al. encontraron que los niveles de la proteina de fusion OPA1 estan significativamente
disminuidos en corazon de ratas con insuficiencia cardiaca, sin cambios en los niveles
de las otras proteinas relacionadas a dinamica mitocondrial, observandose, ademas,
una disminucién para OPA1 en corazones humanos con cardiomiopatia isquémica, junto
con un aumento en los niveles de Mfn1, Mfn2 y Drp-1, mientras que en corazones de
pacientes con cardiomiopatia dilatada, la proteina OPA1 no mostré cambios, pero se
encontré un aumento en los niveles de Mfn1, Mfn2 y Drp-1 [165]. Estos antecedentes
indican, que posiblemente los cambios en la expresiéon de las proteinas relacionadas a
los procesos de dindmica mitocondrial dependen del modelo hipertréfico utilizado, por lo
tanto, para determinar si en nuestro modelo se encontraban alguna de estas alteraciones,
se cuantifico los niveles de las proteinas de fusion OPA1 y Mfn2, y de las proteinas de
fision Fis-1 y Drp-1 por Western blot en extractos totales. Los resultados mostrados en
la Figura 12, revelan que ninguno de los estimulos prohipertréficos utilizados genera
cambios significativos en la masa de las proteinas estudiadas. Estos hallazgos se
contraponen a lo esperado, por lo menos en los cardiomiocitos estimulados con NE,
donde la fragmentacion mitocondrial observada podria deberse a una disminucién en
las proteinas asociadas a fusiébn o un aumento en las proteinas relacionadas a fisién
mitocondrial. Sin embargo, los modelos utilizados por Chen et al. estan relacionados
principalmente al desarrollo de insuficiencia cardiaca, lo que probablemente indique una
modulacién tardia en los niveles de estas proteinas, debido a que la insuficiencia cardiaca
corresponde a un cuadro mas avanzado del remodelamiento cardiaco [165]. Por otro lado,
en uno de los primeros trabajos donde se relacioné dindmica mitocondrial e hipertrofia
cardiaca, Fang et al. observaron que en distintos modelos de hipertrofia cardiaca in vivo

y en cultivo de cardiomiocitos de ratas neonatas estimulados con el agonista adrenérgico
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fenilefrina, un modelo de hipertrofia muy cercano al nuestro, se producia una disminucion
en los niveles del mRNA de Mfn2 de aproximadamente el 40 % [171]. Sin embargo, estos
investigadores no determinaron los niveles proteicos de Mfn2 ni tampoco investigaron el
desarrollo de posibles cambios en la morfologia mitocondrial.

Una posible explicacion para los cambios morfoldégicos de la red mitocondrial
encontrados en este trabajo, es que independiente de los niveles proteicos, se
produzca una modificacion en la actividad de las proteinas involucradas. Para resolver
esta posibilidad, nuestra atencion se centrd principalmente en el estudio de dos
proteinas, cuyas actividades son ampliamente reguladas mediante modificaciones post-
traduccionales. La primera de éstas es OPA1, que como ya hemos mencionado, existe
como formas largas y cortas en la célula, observandose que durante procesos que
generan una caida en el potencial de membrana mitocondrial, se produce acumulacion
de las formas cortas de la proteina y finalmente fragmentacion mitocondrial [139, 140].
Precisamente, uno de los resultados encontrados en este trabajo muestra que durante la
induccién del poseso hipertréfico por exposicion a NE, se observé una caida significativa
del potencial de membrana mitocondrial a las 48 h de exposicién (Figura 8), por lo
tanto, mediante Western blot, se determinaron los niveles de las distintas isoformas de
la proteina. Los resultados no mostraron cambios entre las las formas largas y cortas de
OPA1 respecto al control (Figura 13), posiblemente debido a que la disminucién en el
potencial de membrana mitocondrial provocada por NE no es suficiente para generar
su proteodlisis. Para comprender mejor este concepto, es necesario recordar que en
ciertos casos, se ha propuesto al proceso de fisibn como un mecanismo gatillado con el
propdsito de eliminar aquel material mitocondrial que ha experimentado un nivel de dafo
tal, que no pueda ser reparado o complementado mediante fusién para su reutilizacion y
por lo tanto debera ser degradado para su reciclaje [161]. Ademas, se debe destacar
que en los trabajos donde observaron protedlisis de OPA1 mediada por disminucién
del potencial, utilizaron el agente desacoplante CCCP, que produce ruptura total de la
gradiente protonica y por ende una caida brusca del potencial de membrana mitocondrial,
obteniéndose un organelo totalmente despolarizado [140, 141]. En directa relacién con

este efecto, nuestra investigacion determiné una disminucién aproximada del 89 % y 23 %
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en el potencial de membrana mitocondrial al incubar los cardiomiocitos con CCCP y NE,
respectivamente (Figura 8).

Un evento de gran importancia para el inicio del proceso de fisibn mitocondrial, es la
migracion de Drp-1 desde su fraccién citosélica hacia la membrana mitocondrial, proceso
a su vez regulado por diferentes modificaciones post-traduccionales entre las cuales
se incluyen fosforilaciones, desfosforilaciones, ubiquitinacion y sumoilaciéon [196, 197].
De manera interesante, mediante experimentos de inmunofluorescencia indirecta y de
fraccionamiento subcelular, se encontré6 un aumento de la colocalizacién entre Drp-1
y la proteina integral de membrana mitocondrial Fis-1 y un incremento en los niveles
de Drp-1 en fraccion enriquecida en mitocondrias en cardiomiocitos estimulados con
NE (Figura 14). Estos resultados indican que la fragmentacion de la red mitocondrial
producida por NE en el cardiomiocito, es a través de un mecanismo que implica la
migracion de Drp-1 desde citosol a mitocondria. Se debe destacar que el importante
papel que cumple Drp-1 en el desarrollo de patologias que afectan el tejido cardiaco
ya ha sido reportada en otros trabajos, es asi como Ashrafian et al. observaron que en
ratones transgénicos con una mutacion en la porcién media de esta proteina (mutacion
que altera la interaccién entre los monémeros de Drp-1), se desarrolla una notable
respuesta hipertréfica, con adelgazamiento de paredes ventriculares y auriculares, con
presencia de fibrosis intersticial y una disminucién importante en la funcién contractil
[167]. Otra investigacién determiné que durante periodos de isquemia cardiaca en
ratén, se induce fisibn mitocondrial en forma dependiente de la accion de Drp-1,
observandose que al utilizar un inhibidor farmacoldgico para esta proteina, se previene
la fragmentacién de la red mitocondrial y disminuye el porcentaje de muerte celular, lo
que se relaciond con una menor apertura del PTPM y con una preservacion del potencial
de membrana mitocondrial post-isquemia [166]. Todos estos antecedentes muestran que
Drp-1 desempena una funcion clave a nivel cardiaco, postulandose como un interesante

blanco terapéutico.
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9.2. Diferencias metabodlicas en modelos de hipertrofia fisiologica y

patoldgica

Es interesante destacar las diferencias en los resultados encontrados, donde el
estimulo prohipertréfico patolégico (NE) produjo fragmentacién de la red mitocondrial,
mientras que el estimulo fisiolégico (IGF-1) no generé cambios en la morfologia de
este organelo. Esto puede estar en directa relacién con las diferencias reportadas,
principalmente a nivel metabdlico, entre ambos tipos de hipertrofia. Como se ha descrito
anteriormente, la hipertrofia patoldgica y fisiolégica han sido asociadas a distintos perfiles
en la utilizaciéon de sustratos, observdndose una disminucién en la oxidacion de acidos
grasos y un incremento en la utilizacién de glucosa en el proceso patoldgico, similar
a lo que ocurre en la etapa fetal, mientras que en la hipertrofia fisiol6gica se produce
un aumento en la oxidacién de ambos substratos [9]. Rimbaud et al. determinaron
cambios en el estado energético de modelos fisioldégicos (sometidas a un incremento
en la actividad fisica) y patolégicos (ratas espontaneamente hipertensas) de hipertrofia
cardiaca, observando que el estimulo fisiol6gico aumentd la utilizacion mitocondrial
de acidos grasos y la expresién de factores claves de la s-oxidacibn como PGC-
1y en sus blancos rio abajo acil-coA deshidrogenasa de cadena media (MCAD) y
carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1). Ademas estos cambios se relacionaron con
un incremento en la capacidad respiratoria, sin modificaciones en el contenido de DNA
mitocondrial, mientras que el estimulo patolégico generd una disminucidn en el proceso
de p-oxidacion [198]. En otro estudio, los niveles de las enzimas fosfofructoquinasa
y lactato deshidrogenasa, reguladores claves de la glicdlisis, estaban incrementados
en la hipertrofia patoldgica inducida por hipertension arterial pero no en la hipertrofia
fisiol6gica estimulada por actividad fisica [199]. Todas estas variaciones en la expresion
de proteinas relacionadas a la actividad mitocondrial producen distintas consecuencias
a nivel cardiaco, observandose que la hipertrofia cardiaca generada por estimulos
fisiol6gicos, produce cambios adaptativos benéficos en el corazén. Un ejemplo claro son
los hallazgos de una investigacién focalizada a determinar la estructura y funcion cardiaca

en un grupo de pacientes sometidos a entrenamiento fisico, donde sus principales
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resultados mostraron que en estos pacientes se incrementa el volumen ventricular
izquierdo al final de la diastole, disminuye la frecuencia cardiaca en reposo y aumenta
el consumo maximo de oxigeno, generdandose una mejor adaptacién al incremento
en la demanda cardiaca frente al ejercicio y en condiciéon de reposo [200]. En otra
investigacion se utilizé6 un modelo de ratdn transgénico que sobreexpresaba el receptor
de IGF-1 exclusivamente en el corazén. Estos ratones desarrollaron hipertrofia cardiaca,
sin sefales histopatoldgicas, incrementando su funcién cardiaca desde los 3 meses
de edad, y manteniéndola hasta los 12 - 16 meses [26]. Por otro lado, el desarrollo
y progresiéon de hipertrofia cardiaca patoldgica se asocia con un deterioro general de
la funcidn metabolica del corazéon, donde se han observado deficiencias en la cadena
transportadora de electrones y en la sintesis y metabolismo de ATP, ademas de los ya
mencionados cambios a nivel de la utilizacién de sustrato [57]. En modelos caninos de
insuficiencia cardiaca e hipertrofia generada por bandeo de la arteria aorta ascendente,
se observo una caida significativa en las actividades de los complejos Ill y V de la
fosforilacion oxidativa, y una disminucién en el contenido de ATP, fosfocreatinaa y en
la relacion ATP/fosfocreatinaa [201, 202], Igualmente en pacientes con cardiomiopatia
dilatada, se detecté una reduccion severa en la fraccién de eyeccién del ventriculo
izquierdo, asociada a una disminucion en los niveles de ATP y fosfo-creatinaa [203].
La pérdida de la funcion cardiaca y mitocondrial que se produce en el desarrollo de
hipertrofia patologica, podria estar estrechamente relacionada al cambio de sustrato
metabdlico utilizado por la mitocondria, debido a que la disminucién en los niveles y
actividad de las proteinas mitocondriales que forman parte de la maquinaria responsable
de la importacién y oxidacién de acidos grasos, provoca una acumulacion de estos en el
corazén, que no es un 6rgano disefiado para el almacenaje de sustratos, generandose
procesos de lipoperoxidacion y toxicidad cardiaca [9, 204].

En la mitocondria, nutrientes como glucosa, acidos grasos y aminoacidos son
transformados mediante el metabolismo intermediario en sus equivalentes reducidos
NADH y FADH,, que son moléculas que poseen un par de electrones con un elevado
potencial de transferencia. Gracias a esta caracteristica, ambas moléculas son oxidadas

en los complejos proteicos de la fosforilacion oxidativa. El flujo de electrones a través de
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los complejos I, lll'y IV de la fosforilacion oxidativa, provoca un bombeo de protones desde
la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana, produciéndose un gradiente de pH
y un potencial electroquimico transmembranal o potencial de membrana mitocondrial,
este potencial electroquimico se considera como la fuerza motriz en la generacion de
ATP, debido a que los protones son reingresados a la matriz mitocondrial mediante la
accion de la ATP sintasa, formando ATP a partir de ADP y Pi. En el complejo IV se genera
el ultimo paso de protones hacia el espacio intermembrana, utilizandose el oxigeno como
aceptor final de electrones para generar H,O, por lo tanto la velocidad de consumo
de oxigeno es directamente proporcional al potencial electroquimico generado por el
flujo proténico a través de la membrana. Todos estos procesos reflejan la funcién de la
mitocondria y por lo tanto son utilizados como parametros para el estudio del metabolismo
mitocondrial.

Para determinar si en nuestros modelos se generaban cambios en la actividad
mitocondrial, se determinaron los distintos parametros metabdlicos mencionados,
observandose que los cardiomiocitos tratados con NE presentaron una disminucién en el
potencial de membrana mitocondrial, en el contenido total de ATPi y en la velocidad de
consumo de oxigeno, todos estos cambios a las 48 h de exposicion (Figuras 8, 10y 11),
mientras que las células estimuladas con IGF-1 no mostraron diferencias significativas
respecto al control.

Considerando los resultados obtenidos, se destacan las siguientes observaciones:

1. Solamente los cardiomiocitos sometidos al estimulo prohipertréfico patolégico
mostraron una disminucién en la actividad mitocondrial, lo que concuerda
plenamente con los reportes relacionados a las diferencias metabdlicas
encontradas en modelos patologicos y fisiolégicos de hipertrofia cardiaca

anteriormente descritos.

2. Al analizar los resultados desde un punto de vista temporal, se aprecia que la
exposicion a NE induce en primer lugar modificaciones en la morfologia de la red
mitocondrial, desplazando el equilibrio hacia la fisiébn desde las 24 h, para luego dar

paso a los respectivos cambios metabdlicos encontrados a las 48 h de estimulo.
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Dos interrogantes surgen de estas observaciones, ;es la fision mitocondrial la
responsable de la disminucion en la actividad del organelo? y ¢cémo la fragmentacion
de las mitocondrias produce tal efecto?. El hecho de que existe una relacién entre
los procesos de dinamica mitocondrial y la funcién del organelo ha sido respaldado
por diversas investigaciones, sin embargo, aun no no se ha establecido de forma
clara la direccibn en que esta relaciébn ocurre, es decir, cuales son los cambios
morfolégicos que favorecen un mejor funcionamiento de la mitocondria, debido a que
perturbaciones en proteinas asociadas tanto a fisibn como a fusion mitocondrial han
mostrado un deterioro en el estado energético [130, 159]. También se debe considerar,
que en la gran mayoria de las investigaciones, se han utilizado modelos transgénicos
y herramientas adenovirales, que producen una disminucién marcada en la actividad
de las proteinas involucradas, generandose un desplazamiento extremo en el equilibrio
morfolégico, por lo tanto, se necesitardn nuevas investigaciones, probablemente con
modelos de estudio menos drasticos, para identificar claramente esta relacién. Por otro
lado, en células musculares se ha propuesto un modelo en el cual las mitocondrias
se comportan como verdaderos cables energéticos, donde el oxigeno y sustratos
respiratorios provenientes de un capilar difunden a través de la membrana plasmatica
para ser consumidos en las mitocondrias subsarcolemales, éstas a su vez generan
una diferencia de potencial que, mediante filamentos mitocondriales, difunde hacia las
mitocondrias intermiofibrilares, por lo tanto, una red mitocondrial mas interconectada,
permitiria un mayor flujo energético, mejorando la actividad de las mitocondrias ubicadas
hacia el interior de la célula [205]. Sumado a esto, se debe recordar que a través del
proceso de fusion se puede complementar material genético mitocondrial dafado y
compartir sustratos matriciales, por lo tanto, una red mitocondrial fisionada, no posee
estos mecanismos de intercooperatividad, haciendo a estos organelos mas propensos a

un desgaste de su funcién.
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9.3. Relacion entre vias transduccionales asociadas a hipertrofia cardiaca

y a dinamica mitocondrial

El aporte que realiza la mitocondria en la funcion cardiaca no se limita solamente a
su rol como organelo proveedor de ATP, debido a que también forma parte integral de
los eventos y sefalizaciones que tienen lugar frente a distintas condiciones de estrés
como hipoxia, isquemia/reperfusion y estres oxidativo entre otras [206]. En el desarrollo
del proceso hipertréfico la mitocondria también desempefia un importante papel,
donde la relacién mas documentada al respecto es a nivel metabdlico, produciéndose
modificaciones en las diferentes etapas que dan cuenta de la funcién mitocondrial,
sin embargo, la relacion entre los eventos que regulan la dindmica mitocondrial y las
vias transduccionales asociadas al proceso hipertréfico ha sido escasamente estudiada,
encontrandose un niumero muy reducido de publicaciones al respecto.

Como ya se ha mencionado en la seccion 4.1.2, se han identificado una gran cantidad
de vias transduccionales involucradas en la manifestacion del fenotipo hipertréfico, una
de éstas es la via de senalizacién MAPK y especialmente la via Ras/Raf/MEK/ERK1/2,
que es activada durante el estrés mecanico y mediante ligandos de receptores acoplados
a proteina G [9]. AUn no se conoce completamente cual es el papel que desempena
ERK1/2 en la hipertrofia cardiaca, pero se ha descrito su activacion en respuesta a
agonistas que desencadenan la respuesta patolégica como endotelina 1, angiotensina Il y
NE, observandose que su activacion es esencial para el aumento en la sintesis proteica
que ocurre durante la hipertrofia del cardiomiocito [207]. Distintas investigaciones han
mostrado que Mfn2 exhibe efectos supresores sobre la proliferacién de la musculatura
lisa vascular mediante interaccién con la proteina Ras, inhibiendo su actividad y
determinandose que la disminucion en los niveles de Mfn2 produce una sobreactivacion
de la proteina ERK1/2 [208, 209]. Fang et al. observaron una disminucion en el mRNA
de Mfn2 en distintos modelos de hipertrofia cardiaca, disminucién que se acompanaba
con un incremento en la fosforilacién de ERK1/2 [171]. Estos resultados indican que la
interaccion entre Mfn2 y Ras, podria ocurrir también en células cardiacas, sin embargo

en este trabajo no se determinaron los niveles proteicos de Mfn2 ni se establecié
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una relacion directa entre esta proteina y la via Ras/Raf/MEK/ERK1/2. Por otro lado,
un estudio reciente determindé que Mfn2 al fosforilarse en el residuo de serina 442
mediante la accidn de la proteina PKA, disminuye sus efectos antiproliferativos [136]. Esta
interaccion entre PKA y Mfn2 es interesante debido al importante papel que desempena
PKA en el proceso hipertrofico, regulando la fuerza y frecuencia contractil mediante el
influjo y recaptacion del Ca?*, ya que sus principales blancos rio abajo corresponden a
canales de Ca?* tipo L y fosfolamban [37].

La homeostasis del Ca?* es un factor clave en la actividad cardiaca, ademas también
participa en la activacion de importantes cascadas transduccionales relacionadas al
crecimiento hipertréfico. La mitocondria participa activamente en la regulacién de los
niveles del Ca?* intracelular, siendo de gran importancia para esta actividad la interaccion
de este organelo con el reticulo sarcoplasmico [210]. En este contexto, De Brito et al.
determinaron que Mfn2 es una de las proteinas responsables de la interaccién reticulo
endoplasmico - mitocondria, observando que la disminucién en los niveles de esta
proteina produce ruptura de las uniones entre estos dos organelos y pérdida de la
eficiencia en la recaptacion del Ca?* mitocondrial [144]. De ésta manera Mfn2 al estar
implicada en la homeostasis del Ca?*, se encuentra vinculada al proceso hipertréfico,
aunque sea en forma indirecta.

Una de las proteinas dependientes de Ca?* mas investigada en hipertrofia cardiaca
es la fosfatasa calcineurina, la cual cumple un papel critico en el crecimiento de tipo
patolégico, siendo activada, entre otros estimulos, mediante un incremento en el tono
adrenérgico. Los ratones transgénicos que expresan una forma constitutivamente activa
de calcineurina en corazén, desarrollan un marcado fenotipo hipertréfico que rapidamente
progresa a cardiomiopatia dilatada, con signos de fibrosis intersticial e insuficiencia
cardiaca congestiva [43]. Cereghetti et al. utilizaron distintos estimulos para producir
la despolarizacion de la red mitocondrial en células Hela, ellos observaron que esta
despolarizacién increment6 los niveles del Ca?* citosdlico, lo cual induce la activacion de
la fosfatasa calcineurina que, a su vez, interactda con la proteina de fision mitocondrial
Drp-1, produciendo su desfosforilacion en serina 637, induciendo fragmentacion de la

red mitocondrial mediante un incremento en la actividad de Drp-1 [154]. Otro estudio

107



establecié que este mismo sitio es fosforilado por la proteina PKA, inhibiendo la actividad
GTPasa de Drp-1 y por lo tanto disminuyendo la fision mitocondrial [153].

Estos resultados son de gran interés para el presente trabajo, por esta razén se
evalué la participacién de la fosfatasa calcineurina en la fragmentacién mitocondrial
mediada por NE, determinandose, como primera aproximacion, la presencia de cambios
en el estado de fosforilacion de Drp-1 para el residuo de serina 637, constatandose una
disminucién significativa a las 48 h (Figura 16). Sin embargo, a pesar que se aprecia
cierta tendencia a una disminucién en la fosforilacion para las 24 h de tratamiento,
los resultados no mostraron diferencias significativas, probablemente debido a los
bajos niveles basales de fosforilacién encontrados para Drp-1. Por otro lado, en una
investigacion independiente se determind un segundo sitio de fosforilacién para Drp-1
en serina 656, que ademas, también es blanco de las proteinas PKA y calcineurina,
observandose que esta modificacién es controlada por los niveles cito$olicos de Ca?*t
y por el tono simpatico, debido a que la activacién de los canales de Ca?* tipo L y la
liberacion de Ca?* desde reservorios intracelulares genera una rapida desfosforilacion
de este residuo en células PC12, mientras que en tejido cardiaco de ratones sometidos
a entrenamiento fisico mediante nataciéon por 15 min y a inyeccién intraperitoneal del
agonista g-adrenérgico isoproterenol, se incrementa esta fosforilacién [211]. La existencia
de dos sitios de fosforilacién para Drp-1, que modulan su funcién como proteina de fisién
mitocondrial y que ademas ambos sitios sean blanco del eje PKA-calcineurina, pareciera
generar una actividad regulatoria redundante, sin embargo, una posible explicacién es
que exista una relacion espacio-temporal donde la modificacion de uno de los residuos
regule el estado del segundo sitio [212].

Para confirmar la participacién de calcineurina en nuestro modelo, se utilizaron
herramientas adenovirales, encontrandose que la inhibicion de calcineurina disminuye
en forma significativa los cambios morfoldgicos de la red mitocondrial producidos por NE,
mientras que la sobreexpresion de la subunidad catalitica constitutivamente activa por si
sola produce fision mitocondrial (Figura 17). Estos resultados confirman la participacién
de calcineurina en los cambios morfologicos de la red mitocondrial que ocurren en el

cardiomiocito durante la induccion del proceso hipertréfico mediado por NE.
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Como se muestra en la Figura 26, nuestros resultados y los antecedentes planteados
en esta seccion, indican al menos cuatro diferentes puntos de convergencia entre las
vias transduccionales asociadas a hipertrofia cardiaca y las proteinas moduladoras de
los procesos de dinamica mitocondrial, observandose en un primer nivel la regulacion
del estado de fosforilacion de Drp-1 a través de las acciones contrapuestas de las
proteinas PKA y calcineurina, acciones que involucran una disminucion y un aumento

en la migracion de la proteina Drp-1 a la membrana mitocondrial, respectivamente.
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Figura 26: Relacion entre proteinas moduladoras de la dindmica mitocondrial y vias
transduccionales asociadas a hipertrofia cardiaca

La figura muestra en forma esquematica, distintos puntos de relacién entre cascadas
transducciénales cuya participaciéon en el proceso hipertréfico ha sido ampliamente respaldado,
y proteinas claves para la dindmica mitocondrial. En rojo se destacan las proteinas directamente
implicadas. 1) Participacion del eje PKA - calcineurina en la fosforilacion y actividad de la
proteina Drp-1; 2) Regulacion de la proteina Ras mediante la interaccién inhibitoria con Mfn2;
3) Fosforilacién de Mfn2 por PKA e inhibicion de su interaccion con Ras; 4) Participacién de
Mfn2 en el acercamiento entre reticulo sarcoplasmico y mitocondria. Ang Il: angiotensina Il; ET 1:
endotelina 1; EGF: factor de crecimiento epidermal; G: proteina G heterotrimérica; AC: adenilato
ciclasa; PLC: fosfolipasa C.
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El punto 2 muestra la modulacion en la actividad de la proteina Ras mediante la
interaccion inhibitoria con la proteina Mfn2. A su vez, como se aprecia en el punto 3,
esta interaccién es inhibida por la fosforilacion de Mfn2 mediada por PKA. El cuarto
nivel de comunicacion entre ambas vias ha sido asignado al acercamiento entre reticulo
endoplasmico y mitocondria a través de la accion de la proteina Mfn2. Este punto se ha
incluido debido a la importancia que tiene la comunicacion entre estos dos organelos
para la homeostasis del Ca?*y por lo tanto para el crecimiento hipertréfico.

En la gran mayoria de los casos, los estimulos hipertréficos asociados a las proteinas
de dinamica mitocondrial, corresponden a aquellos que desencadenan la respuesta
patoldgica, sin embargo, nuevas investigaciones podrian completar este esquema y
probablemente demostrar la participacion de otros estimulos y proteinas en la interaccién

de ambos procesos.

9.4. Participacion de las proteinas Mfn2 y Drp-1 en el desarrollo de
hipertrofia cardiaca

En distintas oportunidades se han mencionado los cambios deletéreos en la funcién
mitocondrial que se producen durante el desarrollo de hipertrofia cardiaca patoldgica,
ademas, también existe la relacion inversa, puesto que diferentes condiciones que
generan un deterioro en la funcidén mitocondrial producen un fenotipo hipertréfico y
diversas patologias en el corazén. Dentro de este contexto, también se ha discutido que
en distintos estados patoldgicos que afectan al musculo cardiaco se observan cambios
en la morfologia mitocondrial, sin embargo, hasta ahora no se ha planteado en qué forma
los eventos de dinamica mitocondrial podrian afectar la respuesta hipertrofica.

Si tomamos en cuenta todos los antecedentes que muestran una disminucién en
el metabolismo de la célula durante la modulacion de la dinamica mitocondrial, no
resulta incongruente pensar que los cambios en la actividad de las proteinas que
gobiernan los procesos de fusion o fisibn mitocondrial produzcan serias consecuencias
a nivel cardiaco. Para investigar esta posibilidad, cardiomiocitos de ratas neonatas
se transducieron con un adenovirus antisentido para la proteina Mfn2, produciendo

fragmentacion de la red mitocondrial. Luego de 48 h post-transduccion, se observé
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gue estas células expresaban el fenotipo hipertréfico determinado como reexpresién de
proteinas asociadas al programa genético fetal e incremento en el area celular y en la
sarcomerizacion (Figuras 19 - 21). Estos resultados concuerdan con los observados por
Papanicolaou et al. quienes utilizaron un modelo de ratén transgénico, cuya expresion
de Mfn2 en corazén es inhibida [168]. Ellos encontraron que estos ratones manifiestan
el fenotipo hipertréfico, con elevados niveles del transcrito del péptido atrial natriurético
(ANP o ANF) y con un incremento significativo en el area celular del cardiomiocito, todo
esto asociado a un modesto deterioro en la funcion cardiaca [168]. En otra investigacion,
Yu et al. mostraron que al sobreexpresar Mfn2 en cultivos de cardiomiocitos de ratas
neonatas, disminuye la respuesta hipertréfica dependiente de Ang I, resultados que
fueron replicados al utilizar un modelo in vivo, concluyéndose que esta proteina cumple
un papel importante en el proceso hipertréfico [213].

El motivo por el cual se induce la respuesta hipertréfica en cardiomiocitos que
presentan disminuciéon en los niveles de Mfn2 es una interrogante aun sin resolver,
sin embargo, para abordar este problema hay que considerar que Mfn2 participa en
variados procesos celulares ademas de su rol como proteina de fusién. Al respecto,
una explicacién puede surgir de las investigaciones realizadas por De Brito el al. donde,
como se ha mencionado anteriormente, determinaron una interaccion directa entre Mfn2
y Ras, interaccidén que resultaba en la inhibicién de la via Ras/Raf/MEK/ERK1/2 [208].
Ademas, la disminucién de Mfn2 en células MEF por si sola incrementé la fosforilacion
de ERK1/2 y precisamente se ha observado que la activacion de ERK1/2 en corazén
es suficiente para generar la respuesta hipertréfica [214]. Una segunda respuesta para
este fendbmeno podria encontrarse en la participacion que tiene Mfn2 como proteina
de unidén entre entre mitocondria y reticulo endoplasmico, determindndose que un
silenciamiento de ésta proteina en células MEF o Hela, produce la pérdida de la
interaccion entre ambos organelos, reduciendo la eficiencia en la captacion de Ca?* por
parte de la mitocondria, generandose un incremento en la concentracion citosélica de
este cation [144]. Si estos resultados se extrapolan a células cardiacas, el incremento
en la concentracion citosélica de Ca?*, producto del desacoplamiento entre mitocondria

y reticulo sarcopldsmico, podria participar en la activacion de vias transduccionales
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asociadas a hipertrofia como calcineurina o CAMK |l. Ademas, es importante destacar
que el flujo de Ca?* entre ambos organelos desempefia un rol crucial en el metabolismo
bioenergético, debido a que concentraciones de Ca?* en la matriz mitocondrial son
necesarias para el correcto funcionamiento de la maquinaria enzimatica que regula la
sintesis de ATP [215]. Por ejemplo, se ha determinado que las enzimas deshidrogenasas
que participan en el ciclo de Krebs son extremadamente sensibles a fluctuaciones en la
concentracién de Ca?*, uno de estos casos es la piruvato deshidrogenasa (PDH), que es
inhibida por eventos de fosforilacion mediados por quinasas y es activada por fosfatasas
dependientes de Ca?t [216]. En el caso de las enzimas isocitrato deshidrogenasa y
a-cetoglutarato deshidrogenasa, el Ca?* se une directamente produciendo alteraciones
en las cinéticas de sustratos y metabolitos inhibitorios, incrementando la actividad
[215, 217]. La activacién de estas enzimas trae como consecuencia un aumento en
la produccidon de NADH, que es el donador primario de electrones en la cadena
transportadora, observandose que el aumento de la razén NADH/NAD™ lleva a un
incremento lineal en la velocidad de consumo de oxigeno en mitocondrias aisladas de
corazén [218]. Ademas, las concentraciones de Ca?* intramitocondrial también regulan
otros blancos importantes en la fosforilacién oxidativa como el complejo F1/FO ATPasa
y proteinas relacionadas al transporte de sustratos como la translocasa de nucle6tidos
de adenina [219]. Por otro lado, también se deben considerar los efectos que presenta
Mfn2 sobre el metabolismo celular, debido a que una disminucién en los niveles de
esta proteina en células musculares produce una pérdida en la oxidacion de glucosa
y acidos grasos con una caida del potencial de membrana mitocondrial, mientras que
su sobreexpresion incrementa la actividad de la mitocondria, observandose que estos
efectos son independientes de la actividad de Mfn2 como proteina de fusién mitocondrial,
debido a que los mismos resultados se reprodujeron al sobreexpresar una proteina
mutada, sin actividad fusogénica [122]. Sumado a esta evidencia, los defectos en el
proceso de fusién mitocondrial, por disminucion de cualquiera de las proteinas que lo
regulan (Mfn1, Mfn2 o OPA1), se asocia a pérdida en la actividad de este organelo
[130]. Por lo tanto, es posible que en los cardiomiocitos transducidos con el adenovirus

AsMfn2, la respuesta hipertrofica se produzca como mecanismo compensatorio, frente a
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la disminucién en la capacidad oxidativa mitocondrial.

En otros experimentos, nuestros resultados mostraron que la disminucién en la
actividad de la proteina de fision mitocondrial Drp-1, mediante el uso de un adenovirus
que expresa un dominante negativo para ésta proteina (K38A), inesperadamente
previene el desarrollo de hipertrofia en cardiomiocitos estimulados con IGF-1 y NE
(Figuras 23 - 25). Por lo tanto, estos resultados sugieren que la mantenciéon de una
red mitocondrial fusionada impide la generacién de la repuesta hipertréfica, tanto por
estimulos de caracter fisioldgico como patol6gico. La razdén de este fenédmeno quizas
pueda encontrarse en los antecedentes descritos anteriormente, donde los procesos de
fusion mitocondrial se han asociado a una mayor cooperatividad entre estos organelos,
facilitando la difusion del potencial de membrana mitocondrial y complementando
componentes matriciales, lo que daria como resultado una red mitocondrial mas
preparada frente al incremento en la demanda energética [117, 205]. Sin embargo se
requieren nuevas investigaciones dirigidas a la determinaciéon de los posibles eventos
metabdlicos y cascadas transduccionales responsables, para establecer claramente de
qué forma la fusién de la red mitocondrial, mediada por una disminucion en la actividad
de Drp-1, previene el desarrollo de hipertrofia en el cardiomiocito. Por otro lado, estos
resultados muestran que los eventos de dindmica mitocondrial desempefian un papel
critico en la hipertrofia del cardiomiocito, observandose que los eventos de fusion y fisién

mitocondrial presentan efectos opuestos en el desarrollo de este proceso.

9.5. Proyecciones

Innegable evidencia epidemiol6gica ha determinado que la hipertrofia cardiaca
constituye un factor de riesgo independiente para cualquier causa de muerte
cardiovascular [220, 221], por lo tanto es necesario estudiar los mecanismos que
regulan éste proceso, para descubrir nuevas estrategias que prevengan o mitiguen
progresion a cuadros mas severos como insuficiencia cardiaca y cardiomiopatia dilatada.
Diversos estudios han respaldado la existencia una estrecha relacién entre el desarrollo
de hipertrofia cardiaca y la funcion mitocondrial. En una novedosa investigacion,

McDermott et al. han identificado a endonucleasa G (EndoG), enzima previamente
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asociada al proceso apoptédtico, como un nuevo punto de unién entre hipertrofia
cardiaca y mitocondria, observandose que la inhibicion de EndoG induce el fenotipo
hipertréfico en cultivo de cardiomiocitos, asociado a una importante disminucién en la
actividad metabdlica, debido a que ésta endonucleasa es fundamental para los procesos
mitocondriales [222].

En la actualidad, la dinAmica mitocondrial es blanco de intensas investigaciones,
sobretodo en lo que respecta a modelos celulares que presentan una alta dependencia de
este organelo. Es asi como cada vez aparecen mas publicaciones que hacen referencia
a éste proceso en tejido cardiaco, a tal punto que hoy en dia ya se dispone de un
inhibidor farmacoldgico para la proteina Drp-1, que ha demostrado su eficacia al atenuar
los efectos deletéreos en un modelo in vivo de isquemia-reperfusién [166].

El presente estudio mostrd por primera vez una sélida relacién entre los eventos
de dinamica mitocondrial y el desarrollo del proceso hipertréfico en el cardiomiocito,
comprobandose que el estimulo adrenérgico asociado a la generacidon de la hipertrofia
patolégica, produce fision de la red mitocondrial en forma dependiente de la migracién
de la proteina de fision Drp-1 a través de un mecanismo que involucra la participacién
de la fosfatasa calcineurina, observandose una disminucién en distintos parametros
metabdlicos. Ademas, mediante el uso de herramientas adenovirales, se observé que
la fragmentacién de la red mitocondrial, mediada por una disminucién en los niveles
de Mfn2, induce la respuesta hipertréfica en el cardiomiocito, mientras que la fusion,
producto de una disminucion en la actividad de Drp-1, previene esta respuesta frente a
distintos estimulos.

Una reciente investigacion ha determinado la existencia de un nuevo componente en
la relacién entre hipertrofia cardiaca y dindmica mitocondrial, éste corresponde a un micro
RNA (miR-499) que inhibe la expresion de las isoformas « y 5 de la subunidad catalitica
de calcineurina, impidiendo la desfosforilacion de Drp-1 y por lo tanto, disminuyendo la
fragmentacion mitocondrial [223]. Estos resultados son de gran interés debido a que este
micro RNA se proyecta como una nueva herramienta terapéutica, ya que, al igual que el
inhibidor farmacol6gico de Drp-1, previene los cambios desfavorables que se producen

durante el proceso isquémico, observandose una menor area de infarto en corazones de
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ratones transgénicos que presentan un aumento en la expresion de miR-499. Ademas, de
acuerdo a nuestros resultados, ambos compuestos podrian prevenir de manera temprana
el desarrollo del cuadro hipertréfico, impidiendo su evolucién a un cambio méas profundo
en el remodelamiento cardiaco, y evitando un compromiso mayor en la funcién de este
organo.

Los resultados encontrados durante la realizacién de esta tesis aportan nuevos
conocimientos a la regulacion del proceso hipertréfico, pero también generan nuevas
interrogantes. Es por esta razén que futuras investigaciones deberan determinar los
mecanismos por los cuales las proteinas asociadas a la dinamica mitocondrial modulan
la respuesta hipertrofica en el cardiomiocito y también de qué forma esta intervencién
modifica el estado energético de estas células.

La Figura 26 resume los principales resultados de la presente investigacion, donde
se esquematizan los cambios celulares inducidos por los estimulos hipertroficos y/o por
el uso de herramientas adenovirales, observandose a las mitocondrias como estucturas
de color verde, mientras que la actina polimerizada, cuyo incremento en la organizacion
corresponde a una mayor sarcomerizacion, se representa mediante lineas de color
rojo. Es interesante destacar el hecho que solamente el estimulo hipertréfico patologico
produzca fragmentacion mitocondrial asociada a pérdida de la funcién del organelo,
aportando un nuevo nivel de diferenciacién entre la hipertrofia patoldgica y fisiologica,
haciéndose necesario el uso de modelos in vivo para corroborar estos resultados e
identificar finalmente a los cambios en la morfologia mitocondrial, como un nuevo

parametro de diferenciacion entre el proceso patoldgico y la respuesta adaptativa.
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Figura 27: Modelo final

Esquema que ilustra una visiéon general de los resultados obtenidos. En la parte superior se
representan los cambios que sufren los cardiomiocitos al ser tratados con NE, IGF-1 o con las
herramientas adenovirales K38A y AsMfn2. Las estructuras de color verde claro representan
a la red mitocondrial, y las lineas rojas representan la organizacion sarcomérica. Abajo se
muestra el mecanismo propuesto para la fragmentacion de la red mitocondrial inducida por NE,
observandose la participacion de la fosfatasa calcineurina en la desfosforilacién y activacion de
la proteina de fision mitocondrial Drp-1. Ademas, en el cuadro inferior derecho se indican los
cambios en los parametros metabodlicos observados. A¥mt: potencial de membrana mitocondrial;

ATPi: ATP intracelular.
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10.

1.

CONCLUSIONES

El estimulo prohipertréfico norepinefrina, asociado al desarrollo del proceso
patologico, fragmento de la red mitocondrial en cultivos primarios de cardiomiocitos
de ratas neonatas, determinada por un incremento en el numero de mitocondrias
por célula, disminucion del volumen mitocondrial promedio y mayor porcentaje de
células con morfologia mitocondrial fisionada. Todos estos cambios se observaron
desde las 24 h de tratamiento, sin modificaciones en el contenido mitocondrial
total. Mientras que el estimulo prohipertrofico IGF-1, relacionado a la repuesta

hipertréfica fisioldgica, no cambié significativamente estos parametros.

Los cambios morfoldgicos en la red mitocondrial previamente descritos, se asocian
a una posterior pérdida en la funcion mitocondrial, observandose a las 48 h
de exposicién a norepinefrina, una disminucién en el potencial de membrana
mitocondrial, en el contenido de ATPi y en la velocidad de consumo de oxigeno,

ademas de un aumento en la produccién de ROS.

La fragmentacién mitocondrial generada por norepinefrina, se produce a través de
un mecanismo que involucra la migraciéon de Drp-1 a mitocondria y la participacion
de la fosfatasa calcineurina, debido a que en cardiomiocitos que expresan la
subunidad catalitica activada de esta enzima, se reproduce el fenotipo mitocondrial
fragmentado, mientras que en las células que expresan el péptido inhibitorio de
calcineurina CAIN, no se observaron cambios morfol6gicos en las mitocondrias

frente al estimulo adrenérgico.

117



4. La disminuciéon en los niveles de Mfn2, mediante el uso de un adenovirus
antisentido para esta proteina, fragmenté la red mitocondrial e indujo la respuesta
hipertrofica, observandose un incremento en el area celular, en la sarcomerizacion
del cardiomiocito y en los biomarcadores hipertréficos SKA y 5-MHC, mientras que
en cardiomiocitos cuya red mitocondrial ha sido fusionada, mediante transduccion
con un adenovirus dominante negativo para Drp-1, se previene el incremento en la

sarcomerizacion y en el area celular mediada por norepinefrina.

5. Todos estos resultados indican una relacién bidireccional entre la hipertrofia del
cardiomiocito y la dinamica mitocondrial, debido a que la induccion de la respuesta
hipertrofica patoldégica produce cambios en la morfologia de estos organelos,
mientras que la modulacion en los niveles o actividad de proteinas asociadas a
los procesos de fusion y fision mitocondrial, produce modificaciones significativas
en el desarrollo del proceso hipertréfico. Por otro lado, solamente la induccién
de hipertrofia patoldgica generé alteraciones en la morfologia y actividad de la
red mitocondrial, pudiendo constituir este evento como un nuevo parametro de

diferenciacion entre la hipertrofia cardiaca patoldgica vy fisiolégica.

Nota: los numeros que aparecen al final de cada referencia, en la siguiente seccion, corresponden a las

paginas donde dicha referencia ha sido citada.
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