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Resumen: 
 
Antecedentes: La enfermedad renal poliquística autosomal dominante (ADPKD) 

es una patología derivada de la mutación del gen pdk1 de la policistina-1 (PC1). 

Los pacientes con ADPKD presentan alteraciones metabólicas a nivel celular y 

la aparición de manifestaciones cardiovasculares en los estadios más tempranos 

de la enfermedad. En el tejido renal, se ha descrito una desregulación de la la 

función mitocondrial producto de la alterada expresión de la PC1. Sin embargo, 

hasta la fecha se desconoce si sucede lo mismo en el corazón y sus 

consecuencias en la función cardiaca, dada la alta dependencia de este organelo 

para la generación de energía en este tejido. 

 
Objetivo: Dada la establecida dependencia bioenergética que tiene el corazón 

de las mitocondrias, se presumió que una alteración morfológica y funcional de 

las mitocondrias participaría en la patogénesis de esta enfermedad. Este trabajo 

tuvo por objetivo estudiar si PC1 participa en la regulación del funcionamiento y 

la conectividad de la red mitocondrial en el cardiomiocito.   

 
Resultados: Los datos muestran que: a) PC1 es necesaria para mantener el 

estado funcional de la mitocondria así como también la conectividad de la red 

mitocondrial. b) La desregulación en la expresión de PC1 activa la mitofagia, 

mecanismo de control de calidad para la remoción de organelos defectuosos. c) 

La disminución de la expresión de PC1 inactiva la vía Akt-FoxO1, observándose 

una mayor actividad transcripcional de FoxO1 y de genes asociados a mitofagia.  

 
Conclusión: PC1 es necesaria para la actividad de la vía de señalización Akt-

FoxO1, así como también para la homeostasis mitocondrial en el cardiomiocito.  
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Summary: 
Background: Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is a 

disease produced by the mutation of the Pdk1 gene encoding polycystin-1 (PC1). 

Patients with ADPKD present metabolic alterations at the cellular level and the 

appearance of cardiovascular manifestations in the earliest stages of the disease. 

In kidney tissue, a dysregulation of mitochondrial function has been described as 

a result of the altered expression of PC1. However, to date it is unknown whether 

the same happens in the heart and its consequences on cardiac function, given 

the high dependence of this organelle for energy generation in this tissue. 

 
Objective: Given the established bioenergetic dependence of the heart on the 

mitochondria, it was presumed that a morphological and functional alteration of 

the mitochondria would participate in the pathogenesis of this disease. The 

objective of this work was to study whether PC1 participates in the regulation of 

the functioning and connectivity of the mitochondrial network in the 

cardiomyocyte. 

 
Results: The data show that: a) PC1 is necessary to maintain the functional state 

of the mitochondria and the connectivity of the mitochondrial network. b) 

Dysregulation in the expression of PC1 activates mitophagy, a quality control 

mechanism for removing defective organelles. c) The decreased expression of 

PC1 inactivates the Akt-FoxO1 pathway, stimulating transcriptional activity of 

FoxO1 and genes associated with mitophagy. 

 
Conclusion: PC1 is necessary for the activity of the Akt-FoxO1 signaling pathway 

and mitochondrial homeostasis in cardiomyocytes 
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1. Introducción 
 

La enfermedad renal poliquística autosómica dominante (ADPKD, Autosomal 

Dominant Polycystic Kidney Disease) es el transtorno renal hereditario más 

común y es causado por la mutación de los genes Pdk1 o Pdk2 que codifican 

para las policistinas (PCs). La mayoría de los casos de ADPKD son por 

mutaciones en el gen que codifica para la proteína policistina-1 (PC1) [1].  Esta 

patología se caracteriza por una expansión quística renal bilateral progresiva 

seguida de una pérdida gradual de la función renal. También en la progresión de 

esta enfermedad hay manifestaciones extrarrenales a nivel sistémico que suelen 

afectar al hígado y al sistema cardiovascular [2], observándose desarrollo de 

hipertensión arterial, hipertrofia e insuficiencia cardiaca [3].  

 

El desarrollo de hipertrofia cardiaca en estos pacientes se asocia habitualmente 

a la presencia de daño renal e hipertensión arterial, pero se ha observado  

deterioro en la función contráctil del corazón en pacientes jóvenes que aún no 

presentan estas sintomatologías avanzadas de la ADPKD y en los que tampoco 

se observa una mayor activación del sistema renina-angiotensina-aldosterona 

[4]. Estos antecedentes abrieron la posibilidad de que las policistinas per se 

regulen directamente el funcionamiento de las células del corazón.  

 

Policistina-1 (PC1) 
 

PC1 es una proteína de 4.303 aminoácidos, codificada por el gen pdk1 y 

localizada en la membrana plasmática. Esta proteína se describió inicialmente en 

células de túbulos renales [5], sin embargo se expresa en diversos tipos 

celulares, entre ellos los cardiomiocitos. PC1 está compuesta de 11 dominios 

transmembrana, un gran dominio N-terminal extracelular que puede ser cortado 

y que participa en interacciones célula-célula y célula-matriz [6] y un C-terminal 
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citoplasmático de aproximadamente 200 aminoácidos que también puede ser 

clivado y así regular diversas vías intracelulares [7], tales como las vías JAK-

STAT [8], AP-1 [9] y mTOR [10], entre otras. 

 
PC1 y corazón 
 

El mayor porcentaje de los trabajos que estudian PC1 se han realizado en las 

células de riñón. Sin embargo en los últimos años, diversas investigaciones han 

descrito la presencia de PC1 en el cardiomiocito y su desregulación asociada al 

desarrollo de patologías cardiovasculares [11,12,13].  Fernandez et al. mostraron 

que PC1 regula la hipertrofia del cardiomiocito inducida por IGF-1, ya que regula 

la fosforilación del receptor de IGF-1 y la activación de las proteínas quinasas 

ERK y Akt. PC1 ejerce esta regulación sobre el receptor de IGF-1 a través de la 

inhibición de la fosfatasa PTP1B, siendo esta fosfatasa clave en la 

desfosforilación e inactivación del receptor IGF-1 (Datos no publicados). 
 

También está establecido que PC1 es una proteína clave para el desarrollo de 

hipertrofia cardíaca dependiente del estrés mecánico, ya que actúa como un 

mecanosensor que estabiliza a la sub-unidad a1C de los canales de calcio tipo L 

(LTCC) necesaria para la activación de la respuesta hipertrófica. Dicha 

estabilización ocurre a través de la modulación directa de PC1 sobre Akt y la sub-

unidad a1C [11,12]. 

 

PC1 también puede interactuar y regular otras proteínas como los canales de 

potasio dependientes de voltaje (Kv) en el cardiomiocito, y así controlar la función 

contractil [13]. PC1 está estrechamente relacionada con la repolarización de las 

células cardíacas, ya que su menor expresión altera la duración de los 

potenciales de acción y la contractilidad del cardiomiocito [13]. 
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PC1 y mitocondrias 
 
Además de los tempranos trastornos cardiovasculares observados en pacientes 

con ADPKD, también se han descrito alteraciones metabólicas, cursando 

patologías tales como diabetes y obesidad [14] Existe desregulación metabólica 

en células quísticas derivadas de pacientes con ADPKD y también en las vías de 

señalización asociadas a metabolismo energético, tales como mTOR y STAT [15-

17]. Estos antecdentes condujeron a ampliar el estudio de la regulación de PC1 

sobre otras proteínas involucradas en la vía de señalización del metabolismo 

energético, manejo de glucosa y lípidos, e incluso sobre la funcionalidad de la 

mitocondria [14]. Tanto las células derivadas de los quistes provenientes de 

pacientes con ADPKD como las líneas celulares de riñón que tienen silenciada 

la expresión de PC1 han mostrado menor conectividad de la red mitocondrial, un 

alterado recambio de mitocondrias y una desregulación en el metabolismo 

oxidativo [18,19]. Inclusive se propuso que el dominio C-terminal de PC1 puede 

ser clivado y migrar desde la membrana plasmática hasta la membrana 

mitocondrial para regular el funcionamiento energético de este organelo [20]. 

 

El intenso e incesante trabajo contráctil del corazón requiere 15 a 20 veces su 

propio peso en ATP, utilizando diferentes sustratos tales como lípidos, 

aminoácidos, cuerpos cetónicos y glucosa [21]. Sin embargo, la β-oxidación de 

ácidos grasos que tiene lugar en la mitocondria es la principal fuente del ATP 

utilizado por el cardiomiocito en condiciones fisiológicas. El proceso de glicólisis 

en el citoplasma es secundariamente utilizado para generar ATP a través del 

piruvato derivado de glucosa y lactato [22]. Estos sustratos proveen de acetilCoA, 

que en la matriz mitocondrial será el sustrato del ciclo de Krebs para la 

generación de las moléculas reductoras NADH y FADH2, que a su vez 

suministran los electrones para el funcionamiento de la cadena transportadora y 

cuyos complejos se ubican en la membrana interna mitocondrial, y que junto al 
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O2, proporcionan la fuerza electromotriz que la ATP sintasa usa para la formación 

de ATP a partir de ADP y pirofosfato (Pi) [23]; proceso conocido como 

fosforilación oxidativa. Dada la importancia energética que tiene la mitocondria 

en el funcionamiento del corazón es interesante pensar que si PC1 ejerce esta 

regulación sobre la morfología y función mitocondrial en el cardiomiocito y si  

podría tener relación con las alteraciones cardíacas observadas en algunos 

pacientes. Sin embargo previo a esta tesis ningún estudio abordó esta relación 

entre PC1 y las mitocondrias del cardiomiocito.  

 
Biología mitocondrial y su importancia en la homeostasis del cardiomiocito 
 

Las mitocondrias son organelos cruciales para funciones celulares tales como 

apoptosis, necrosis, autofagia, almacenamiento de Ca2+, manejo de glucosa y 

lípidos y respuesta a estrés celular [24]. Por lo tanto, una disfunción mitocondrial 

de carácter crónico o irreversible se asocia al desarrollo de diversas patologías. 

En el caso del tejido cardíaco, por su carácter altamente oxidativo, demanda un 

óptimo funcionamiento de sus mitocondrias [25, 26]. 

 

Las mitocondrias están expuestas a diversos eventos de daño. Sin embargo, 

estos organelos poseen mecanismos de reparación y recambio de mitocondrias 

envejecidas y/o defectuosas. Sus mecanismos de control de calidad activan 

estas respuestas frente al daño [27] e incluyen a la biogénesis y mitofagia para 

la formación y eliminación de mitocondrias, respectivamente [28, 29].  

 

La red mitocondrial continuamente cambia su morfología y función en respuesta 

a estímulos fisiológicos y patológicos, proceso que se conoce como dinámica 

mitocondrial. Este involucra un constante y dinámico equilibrio entre mitocondrias 

menos conectadas o fisionadas, y aquellas más conectadas o fusionadas [30]. 
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Este proceso es finamente regulado por proteínas mitocondriales específicas, en 

donde las GTPasas Mitofusinas 1 y 2 (Mfn), y Optic atrophy 1 (Opa1) regulan la 

la fusión de la red mitocondrial [31], mientras que la proteína GTPasa Dynamin 

related protein-1 (Drp-1) controla la fisión mitocondrias [32]. A través de este 

proceso dinámico son reparadas aquellas mitocondrias defectuosas. Sin 

embargo, si el daño es irreparable, estos organelos son disfuncionales con 

alteraciones en la síntesis de ATP y superproductoras de ROS, causando daño 

celular y activando mecanismos de eliminación celular como macroautofagia y 

eliminación selectiva de mitocondrias a través de un proceso más específico 

conocido como mitofagia [32]. 

 

La macroautofagia se caracteriza por la formación de un autofagosoma, donde 

la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) genera fosfatidilinositol 3-fosfato (PIP3) e 

induce la formación del fagoforo. Esta estructura es una membrana de 

aislamiento que progresivamente se expande hasta la formación de una vesícula 

de doble membrana conocida como autofagosoma. Posteriormente, los 

productos son secuestrados al interior del autofagosoma y degradados a través 

de los lisosomas [34]. La eliminación selectiva de mitocondrias defectuosas a 

través de mitofagia, de igual manera requiere la formación del autofagosoma. 

Existe un reconocimiento selectivo de los organelos a eliminar a través de la 

proteína LC3 que forma parte del autofagosoma y proteínas mitocondriales 

adaptadoras que funcionan como un puente entre el autofagosoma y las 

mitocondrias a eliminar [35].  

 

Existen dos vías de eliminación selectiva de mitocondrias, una dependiente de 

ubiquitinas y otra vía alternativa que es independiente de ubiquitinas. En este 

trabajo de investigación enfocamos nuestro estudio en la activación de mitofagia 

dependiente de ubiquitinas a través de la vía PTEN-induced putative kinase 1 

Pink1/Parkin, donde Parkin es una E3-Ubiquitina ligasa citosólica y Pink1 es una 
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serina/treonina quinasa mitocondrial. Bajo condiciones normales, Pink1 se 

degrada constantemente por peptidasas de la matriz mitocondrial (MPP) y 

proteosoma [36]. Ante un daño sostenido se activa la  eliminación selectiva de 

mitocondrias ya que la despolarización de la membrana mitocondrial detiene la 

continua degradación de Pink1, permitiendo su acumulación en la membrana 

mitocondrial externa, autofosforilación de la Ser65 y subsecuente activación [36]. 

Esta activación produce el reclutamiento de la proteína Parkin en la membrana 

mitocondrial donde es fosforilada por Pink1 y permite la poliubiquitinación de 

diversos sustratos mitocondriales, tales como VDAC1, Mfn 1/2 y Miro1, los cuales 

inducen la eliminación selectiva de las mitocondrias [35,37,38]. 

 

Eje PI3K - Akt - FoxO1 regula metabolismo celular 
 

El nombre de la familia de fosfoinositido 3-quinasas (PI3K) proviene de su 

capacidad para fosforilar el grupo 3-hidroxilo del anillo inositol de los 

fosfoinosítidos presente en las membranas celulares [39]. PI3K se activa 

mediante un amplio espectro de activadores de superficie celular. La PI3K 

activada genera PIP3, que media el reclutamiento de la membrana y el posterior 

activación de diversas proteínas de señalización que contienen dominios de 

homología de pleckstrina (PH) y que participan en la propagación de señales río 

abajo de PI3K [39, 40]. Uno de los efectores posteriores más importantes de PI3K 

es la proteína quinasa Akt (también conocida como PKB, proteína quinasa B). 

Akt juega un papel esencial en la proliferación celular, crecimiento, migración y 

metabolismo. Tras la activación de la vía PI3K/Akt, Akt puede regular positiva o 

negativamente distintos efectores, o incluso directamente a través de su 

traslocación al núcleo [41].  

 

Este trabajo se focalizó en FoxO1, el cual es uno de los principales efectores de 

este eje de señalización. Akt fosforila a FoxO1 en residuos conservados, 
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promoviendo una interacción de FoxO1 con miembros de la familia de proteínas 

adaptadoras 14-3-3 y la subsiguiente exportación nuclear e inhibición de su 

actividad transcripcional [41]. El factor transcripcional FoxO1 se une en las 

regiones promotoras de diversos genes implicados en proliferación, sobrevida y 

metabolismo celular [42]. Dentro del marco de la función cardíaca, los FoxO están 

involucrados en el control del metabolismo [43], progresión del ciclo celular, 

apoptosis [44], y respuesta al estrés oxidativo [45]. En el corazón, FoxO-1 es 

principalmente responsable de la adaptación funcional de los cardiomiocitos a 

diversas condiciones de estrés tales como perturbaciones metabólicas o estrés 

oxidativo [46]. La actividad de FoxO1 en el corazón y otros órganos está 

principalmente regulada por la insulina y el factor de crecimiento análogo a 

insulina tipo-1 (IGF-1) a través de los sustratos 1 y 2 del receptor de insulina 

(IRS1 e IRS2) [44]. Desde el punto de vista metabólico, la regulación del eje PI3K-

Akt-FoxO1 es crítico en el manejo del metabolismo energético, estructura y 

función del corazón [44, 46]. 

 

A partir de los antecedentes descritos es posible plantearse las siguientes 

preguntas: 

 

• ¿Presentan disfunción mitocondrial y cambios morfológicos en la red 

mitocondrial los cardiomiocitos con una expresión disminuída de PC1? 

• ¿La ausencia de PC1 desregula el eje Akt-FoxO1 y genera alteraciones 

metabólicas en el cardiomiocito? 

 

Los trabajos previos han mostrado que las células renales quisticas de pacientes 

con ADPKD tienen alteraciones metabólicas, y desregulación negativa funcional 

y morfológicas en las mitocondrias [18-20]. Considerando la importancia de estos 

organelos en la generación de energía en el corazón resultaba interesante 

estudiar si existía alguna asociación entre la menor expresión de PC1 y cambios 
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metabólicos. Hasta la fecha no hay estudios que hayan abordado esta relación 

en el cardiomiocito.  

 

2. Hipótesis 
 
La disminución de la expresión de policistina-1 en el cardiomiocito genera 

fragmentación y disfunción de la red mitocondrial y activación de la mitofagia 

dependiente del factor de transcripción FoxO1. 

 

3. Objetivo general 
 
Estudiar el papel de Policistina-1 en la regulación del funcionamiento y la 

conectividad de la red mitocondrial en cardiomiocitos. 

 

 
4. Objetivos específicos 
 

• Determinar el estado del metabolismo energético mitocondrial en 

cardiomiocitos con expresión disminuida de policistina-1 

• Evaluar la morfología de la red mitocondrial en cardiomiocitos con la 

expresión reducida de policistina-1.  

• Evaluar si existe desregulación de la vía de señalización Akt/FoxO1 y su 

asociación con el desarrollo de mitofagia. 
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5. Materiales y métodos: 
Reactivos: 

Los anticuerpos anti-policistina-1 y anti-GAPDH se obtuvieron de Santa Cruz 

(Dallas, TX, EE. UU.), Mientras que los anticuerpos anti-mtHsp70, anti-PINK1, 

anti-Parkin, anti-LC3B y anti-OXPHOS total fueron de Abcam ( Cambridge, Reino 

Unido). Los anticuerpos anti-fosfo-Drp1, anti-Drp-1, anti-MFN2, anti-OPA1, anti-

fosfo-AKT, anti-AKT, anti-fosfo-FoxO1 y anti-FoxO1 eran de Cell Signaling 

Technology (Danvers, MA , EE.UU). Anticuerpo anti-mtHsp70, éster metílico de 

tetrametilrodamina (TMRM), mitotracker-green FM, CellROX Orange Reagent, 

suero fetal bovino (FBS), suero de ternero recién nacido (NBCS), anticuerpos 

secundarios de Alexa, RNAimax, Opti-MEM�, Trizol, T- Los reactivos Ripa, 

PowerUp ™ SYBR ™ Green Master Mix y DNAzol eran de Thermo Fischer 

Scientific (Waltham, MA, EE. UU.). El anticuerpo contra β tubulina, oligomicina, 

dihidrorrodamina-123, cianuro de carbonilo m clorofenilhidrazona (CCCP), medio 

de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), M199, 5-bromo-2´-desoxiuridina 

(BrdU) y Mission® siRNA contra PC1 se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MI, EE. UU.). Los cócteles de inhibidores de proteasa y fosfatasa eran de Roche 

(Basilea, Suiza). El kit Cell Titer-Glo® se obtuvo de Promega Corporation 

(Madison, WI, EE. UU.). El ensayo de proteínas y los reactivos iScript se 

obtuvieron de Bio-Rad (Hercules, CA, EE. UU.). Adenovirus FoxO1-GFP y 

FoxO1-CA-GFP fueron amablemente proporcionados por el Dr. Joseph A. Hill 

(University of Texas Southwestern Medical Center, Dallas). Los compuestos 

orgánicos e inorgánicos, los ácidos y los disolventes se adquirieron de Merck 

(Darmstadt, Alemania). 

 

Aislamiento y cultivo primario de cardiomiocitos de rata  
Las ratas neonatas Sprague-Dawley (2 días post-natal) fueron obtenidas del 

Bioterio de la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas de la Universidad 

de Chile, bajo el número de protocolo de bioética  . Para el aislamiento de 



 25 

cardiomiocitos, se realizó procedimiento ya descrito [47] , se sumergieron en 

alcohol 70% hasta el cuello y sacrificadas por decapitación. Inmediatamente y de 

manera muy rápida se removieron los corazones y se mantuvieron en medio 

Hanks estéril a 37°C.Las aurículas fueron descartadas y los ventrículos se 

picaron para luego proceder con los ciclos de digestión enzimática usando 

colagenasa del tipo-II (0,02 g/100 mL Hanks) y pancreatina (0,06 g/100 mL 

Hanks).  

Las células aisladas se pre plaquearon por 2 h a 37ºC para remover los 

fibroblastos. Posteriormente los cardiomiocitos se recolectaron y resuspendieron 

en medio de mantención [7] (MM = DMEM:M199 4:1), suero fetal bovino (SFB 

5%) y suero fetal caprino (SFC 10%). La cuantificación de células se determinó 

mediante microscopía y cámara de Neubauer. Para este procedimiento se utilizó 

el colorante azul de tripán para descartar células muertas en el conteo. Las 

células fueron sembradas sobre placas cubiertas de gelatina (2% p/v), según las 

necesidades experimentales en MM 5% SFB – 10% SFC, en presencia de 5-

bromo-2’-deoxiuridina 100 μM, para impedir la proliferación de fibroblastos. Los 

cardiomiocitos fueron mantenidos a 37°C en una atmósfera húmeda de CO2 al 

5% y 95% de aire por 24 h. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se 

mantuvieron en medio DMEM:M199 (4:1) en presencia de 5-bromo-2’-

deoxiuridina por 24 h, luego de lo cual, las células se estimularon según la 

descripción de cada experimento. 

 

 
Silenciamiento de PC1 
Los cardiomiocitos, posterior al lavado, se transfectaron con 140 nM de siRNA 

contra PC1 (Sigma, número catálogo SASI_Rn_0100193562) o el grupo control 

fue transfectado con un siRNA Control (Sigma, número de catálogo SISC001). 

Ambos grupos fueron transfectados con medio Opti-MEM y como vehículo de 

transfección se utilizó Lipofectamina (Invitrogen) durante 12-14 h. Posteriormente 
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a las células se les realizó un lavado y un cambio a medio de mantención con 2% 

de SFB. La disminución de los niveles proteicos de PC1 se evaluaron a través de 

la técnica de electrotransferencia de proteínas y reacción en cadena de la 

polimerasa en tiempo real (qPCR). Se aprecia que a las 24 h post-transfección, 

disminuciones de 50 y 60% de los niveles proteicos y de mRNA para PC1, 

respectivamente (Figura 1). 

 
Preparación de extractos celulares totales 
Las células se sembraron en placas de 35 mm a una densidad de 1,0X106 

células/placa. Luego de terminado los estímulos, las células se lavaron con PBS 

y se lisaron utilizando 50 μL de tampón de lisis RIPA (Tris-HCl 10 mM pH 7,4; 

EDTA 5 mM; NaCl 50 mM; Tritón X-100 1% v/v; aprotinina 20 mg/mL; leupeptina 

1 mg/mL; PMSF 1 mM). El lisado fue centrifugado a 5.000 r.f.c  durante 10 min a 

4ºC y se recuperó el sobrenadante con la fracción de proteínas para determinar 

su concentración utilizando el método de Bradford. Luego a las muestras se les 

agregó tampón SDS-PAGE 4X y se calentaron a 95ºC por 5 min para su 

denaturación. 

 
Western blot 
La separación de las proteínas en base a su masa molecular se realizó mediante 

electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida. En todos los casos las muestras 

se mezclaron con tampón de carga 4X y se hirvieron por 3 min. Se cargaron 30 

μg de extracto proteico. El gel concentrador se preparó al 4% y el gel separador 

al 8-12% según la masa de la proteína a separar. La electroforesis se llevó a cabo 

a un voltaje constante de 100 V en tampón de electroforesis. Una vez terminada 

la electroforesis las proteínas se traspasaron a una membrana de PVDF 

utilizando electro-transferencia a 400 mA por 90 min en buffer de transferencia. 

Luego de ser transferidas las proteínas a la membrana de PVDF, ésta se bloqueó 

con solución de bloqueo (TBS 1X; Tween-20 0,1%; leche descremada 5% p/v) 
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por 1 h a temperatura ambiente, para luego ser incubada con anticuerpos 

primarios: anti-Polycystina-1 (1:500), anti-PINK1 (1:1000), anti-Parkin (1:1000), 

anti-LC3b (1:1000), anti- Total OXPHOS (1:500), anti-p-Drp1 (1:1000), anti-Drp-

1 (1:1000), anti-Mfn2 (1:1000), anti-Opa1 (1:1000), anti-p-Akt (1:1000), anti-Akt 

(1:1000), anti-p-FoxO1 (1:1000), anti-FoxO1 (1:1000), anti β-tubulina (1:2000), 

and anti-GAPDH (1:5000). Se usó como control de carga anticuerpos contra 

GAPDH (1:5000) o β-tubulina (1:5000). Como tampón de incubación se usó TBS 

1X; Tween-20 0,1%; leche descremada 5% p/v con agitación suave, 4 ºC durante 

toda la noche. Posteriormente las membranas se lavaron por 30 min con TBS 1x 

Tween-20 al 0,1%, y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con el 

anticuerpo secundario, anti-IgG de ratón o conejo (1:5.000) conjugado con 

peroxidasa. Para la detección de las proteínas, las membranas, previamente 

lavadas, se incubaron durante 1 min en la solución quimioluminiscente para 

Western blot ECL y se revelaron usando el equipo Syngene del que se obtuvieron 

imágenes de las bandas de proteínas de interés para luego cuantificar la 

intensidad de la banda. El análisis de la densitometría de las bandas 

inmunoreactivas se realizó utilizando el programa ImageJ.  

 
Extracción del RNA 
Para la extracción de RNA, las células se sembraron en placas de 35 mm a una 

densidad de 1,5X106 células/placa. Posterior a la transfección, el medio de cultivo 

se removió, se lavaron las células con PBS y luego lisadas con 1 mL de Trizol. 

Este lisado fue almacenado a -20ºC. Posteriormente fue descongelado y se le 

agregaron 200 μL de cloroformo, mezclando por inversión e incubados a 

temperatura ambiente por 3 min para luego ser centrifugados a 12.000 g por 15 

min a 4ºC. La fase superior acuosa que contiene el RNA se recuperó y se mezcló 

con 500 μl de isopropanol para precipitarlo. Luego estas muestras fueron 

incubadas a temperatura ambiente durante 10 min a 4ºC. El sobrenadante fue 

descartado y el precipitado se reconstituyó con 1 ml de etanol 75% frío, para 
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luego centrifugar a 12.000 g por 5 min a 4°C. El sobrenadante, nuevamente se 

descartó y las muestras se dejaron secar al aire por 10 min para luego reconstituir 

en 20 μL de agua libre de RNasa. La concentración del RNA se midió usando 

nanodrop. 

 

Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) 
 
Para la realización del qPCR se utilizaron los siguientes partidores: 

 
Target Forward primer (5´-3´) Reverse primer (5´-3´) 
18S  CCCTGCCCTTTGTACACACC CGATCCGAGGGCCTCACTA 
PC1 GCCATCCAGCACTTCCTAGT GAAAAGCCGATCCACACGTC 
Beta actin GCGCTTTTGACTCAAGGATTTAA GGGATGTTTGCTCCAACCAA 
Cyt b TGCCGAGACGTAAACTACGG TAGTCCTCGTCCCACATGGA 
FoxO1 AAACACCAGTCTAAATTCCC AACTTGATTTGCTGTCCTG 
Pabpn1 GTTGGCAATGTGGACTATGG AACAGGGACTCATCTAAGGC 

 

Para la reacción de amplificación las muestras de cDNA se diluyeron 1:5 de las 

que se tomaron 1 μL para mezclar con 5μL de PowerUp™ SYBR™ Green Master 

Mix (ThermoFisher) y 0,4 μL de partidor forward y reverse respectivamente ya 

sea de ANP 100 μM, GDF11 100 μM o Pabpn1 100 μM. El programa de 

amplificación usado para todos los transcritos fue 2 min 95°C seguidos de 40 

ciclos de 3 s a 95°C y 30 s a 60°C. La fluorescencia se determinó al finalizar todos 

los ciclos para luego seguir con la curva de denaturación desde 72°C a 95°C para 

verificar la pureza del transcrito. Para el análisis de los datos se usó el método 

de cuantificación relativa 2 -ΔΔCT[48] 

 

Potencial de membrana mitocondrial (Ψm) 
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Ψm se midió después de cargar cardiomiocitos con éster metílico de 

tetrametilrodamina 200 nM durante 30 min (excitación: 543 nm, emisión: más de 

560 nm). La fluorescencia celular se determinó mediante citometría de flujo 

utilizando un sistema FACScan (Becton Dickinson, San José, CA, EE. UU.). Se 

utilizó 50 µM de agente de desacoplamiento de cianuro de carbonilo m-

clorofenilhidrazona (CCCP) como control 30 min antes de la medición. 

 

Medida de ATP 
Las células se sembraron en placas de 96 pocillos recubiertas de gelatina y se 

determinó el contenido de ATP usando un ensayo basado en luciferina / 

luciferasa. Para la medición de los niveles relativos de ATP intracelular, se retiró 

el medio y se reemplazó por medio de Krebs con Ca2 + para luego utilizar el Kit 

Cell Titer-Glo®, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Como control, 

se utilizó oligomicina 200 nM. Posteriormente, los lisados celulares se 

transfirieron a una placa de 96 pocillos y se analizaron en un In Vivo FX Pro 

(Bruker, Billerica, MA, EE. UU.). 

 

Determinación del consumo de oxígeno en células vivas 
Los cardiomiocitos sembrados en placas recubiertas con gelatina de 60 mm se 

tripsinizaron y luego se resuspendieron en PBS. Las células se colocaron en una 

cámara sellada a 25 ° C, acoplada a un electrodo Clark (Yellow Springs 

Instruments, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EE. UU.). Para determinar la tasa 

máxima de consumo de oxígeno, se agregó CCCP 50 μM al NRVM (21). El 

electrodo detecta la cantidad de oxígeno que queda en la cámara a tiempo. Las 

células se mantuvieron en la cámara durante 20 minutos para calcular la tasa de 

consumo de oxígeno. Los valores se promediaron y expresaron en relación con 

el consumo de oxígeno de los controles. 
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Evaluación de la morfología mitocondrial 
Luego de finalizados los diferentes estímulos, los cardiomiocitos se incubaron 

con la sonda MTG preparada en tampón Krebs por 25 min a 37ºC y a una 

concentración de 400 nM, posteriormente se realizó la adquisición de imágenes 

utilizando un microscopio confocal invertido Carl Zeiss Pascal 5 para lo cual los 

cubreobjetos conteniendo los cardiomiocitos cargados con MTG se montaron en 

una cámara de perfusión de 1 mL de capacidad, con 500 μL de solución. 

 

Colocalización Parkin-mitocondria mediante inmunofluorescencia 
Los cardiomiocitos sembrados en placas de 12 pocillos sobre cubreobjetos de 12 

mm cubiertos con gelatina en una densidad de 2,5 x 105 células por placa. Una 

vez finalizados los estímulos se lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehído 

4% por 20 min a 4ºC se permeabilizaron con Tritón X-100 al 0,1 % por 10 min a 

4 ºC y se realizó bloqueo de las proteínas con BSA 1%. Posteriormente se 

incubaron toda la noche con anticuerpos primarios HSP70mt (1:100) Parkin 

(1:100). Luego se incubaron a temperatura ambiente por 1 h con anticuerpos 

secundarios asociados a sonda fluorescente Alexa 488 (verde) [49] y Alexa 568 

(roja) respectivamente. Finalmente, los cubreobjetos con las células se montaron 

en portaobjetos usando medio de montaje DAKO. Las imágenes se tomaron con 

microscopio confocal invertido Carl Zeiss Pascal 5. Para cuantificación digital de 

la colocalización entre mitocondria (HSP70mt) y Parkin, se utilizó el programa 

ImageJ y se calcularon los coeficientes de Manders entre ambas señales.  

 

 
 
Determinación de área y perímetro del cardiomiocito 
Para este ensayo,los cardiomiocitos se sembraron en placas de 12 pocillos con 

cubreobjetos de 18 mm cubiertos con gelatina en una densidad de 2,5 x 105 
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células por pocillo. Una vez finalizados los estímulos se lavaron con PBS, se 

fijaron con paraformaldehído 4% por 20 min a 4ºC se permeabilizaron con Tritón 

X-100 al 0,1 % por 10 min a 4 ºC y se realizó bloqueo de las proteínas con BSA 

1%. Luego se incubaron con la sonda Rodamina-Faloidina (1:500) para visualizar 

los sarcómeros. Las imágenes se tomaron con microscopio confocal invertido 

Carl Zeiss Pascal 5. 

 

Análisis estadístico: 

Los resultados se presentan como media ± SEM, utilizando la prueba t de Student 

para comparaciones directas y el análisis de varianza de 1 o 2 vías con la prueba 

posterior de Tukey para comparaciones múltiples. Se consideró estadísticamente 

significativo un valor de p <0,05. El análisis estadístico de todos los experimentos 

se realizó utilizando GraphPad Prism 6 (GraphPad 182 Software, Inc., La Jolla, 

CA, EE. UU.). 
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6. Resultados 
 
6.1. Objetivo específico 1. Determinar el estado del metabolismo energético 
mitocondrial en cardiomiocitos con expresión disminuida de policistina 1  
 
6.1.1. La disminución de la expresión de PC1 genera disfunción 
mitocondrial en el cardiomiocito. Dados los antecedentes de que la mutación 

de PDK1 altera el metabolismo en células renales [18, 19], se evaluó el estado 

funcional de las mitocondrias y el metabolismo oxidativo en cardiomiocitos con 

expresión reducida de PC1. Se utilizó un siRNA específico contra PC1, 

observando disminuciones del 60 y 50% en los niveles del mRNA y proteína de 

los cardiomiocitos, respectivamente (Figura 1). 

 
 
 

  
Figura 1. Silenciamiento de PC1. Los niveles de proteína y mRNA de PC1 post-
silenciamiento (48 h) se determinaron por Western blot en extractos totales de 
cardiomiocitos y RT-PCR. Los valores de proteína PC1 son relativos a GAPDH 
(media ± s.e.m; n= 3). Los valores del mRNA PC1 son relativos al gen 18S 
(media ± s.e.m; n = 6).   

485 kDa

37 kDa
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Al evaluar los indicadores del estado del metabolismo oxidativo mitocondrial, se 

observó que el grupo siPC1 muestra que la reducción de PC1 disminuyó el 

potencial de membrana mitocondrial (Ψm) en un 75% respecto al control (Figura 

2a). El estado de la fosforilación oxidativa se evaluó a través de la tasa de 

reducción de oxígeno (electrodo de Clark). El grupo PC1 tuvo un consumo de 

oxígeno basal (O.C.R.) significativamente menor que el grupo control siScr 

(Figura 2b). Los niveles de ATP total se usaron como marcador del producto final 

de la fosforilación oxidativa, observándose una disminución del 20% respecto al 

grupo control siScr (Figura 2c).  

 

 

Figura 2. Marcadores de metabolismo oxidativo. a) Cardiomiocitos del grupo control 
y el grupo con expresión de PC1 silenciada se incubaron con tetrametilrodamina (TMRM) 
para estudiar el potencial de membrana mitocondrial (Ψm) a través de citometría de flujo. 
Se utilizó CCCP (10 μM) como control positivo de la despolarización de la 
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membrana(media ± s.e.m; n = 5). b) El consumo de oxígeno de el grupo control y el 
grupo siPC1 se evaluó con un electrodo Clark, y la tasa de respiración desacoplada se 
determinó agregando CCCP (200 nM) (media ± s.e.m; n = 5). c) El contenido de ATP 
intracelular se determinó mediante un ensayo de luciferina-luciferasa (media ± s.e.m; n 
= 5). Los valores son la media ± SEM analizados por la prueba t de Student para datos 
no pareados, seguida de la prueba de Tukey. * P <0,05 frente al control. 
 
 
6.1.2 La disminución de la expresión de PC1 disminuye la expresión de 
proteínas mitocondriales constitutivas en el cardiomiocito. Dada la evidente 

alteración en los parámetros que caracterizan el estado funcional de las 

mitocondrias en los cardiomiocitos siPC1, evaluamos si esta desregulación se 

relacionaba con disminución en el contenido de mitocondrias. La Figura 3a 

muestra que la disminución de la expresión de PC1 también reduce la expresión 

de la proteína mtHsp70, un residente mitocondrial constitutivo, y cuya reducción 

es indicativa de una caída en la masa total de mitocondrias [50]. Asimismo, 

evaluamos si existía una alteración en la expresión de OXPHOS a través de la 

detección de las subunidades NDUFB8-Complejo I, SDHB-Complejo II, 

UQCRC2-Complejo III, MTCO1-Complejo IV y ATP5A-Complejo V que podrían 

explicar la menor respiración mitocondrial y la disminución en los niveles de ATP 

determinados. La figura 3b muestra que la expresión de la subunidad CV-ATP5 

permanece inalterada mientras que la expresión de CII-SDHB, CIII-UQCRC2 y 

CIV-MTCO1 disminuyó significativamente en cardiomiocitos siPC1. 
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Figura 3. Niveles de expresión de proteínas mitocondriales constitutivas. a) Niveles 
de proteína marcadora de masa mitocondrial Hsp70 determinados por Western Blot en 
extractos de cardiomiocitos. Los valores son relativos a GAPDH (media ± s.e.m; n = 5). 
b) Niveles de las proteínas SDHB-CII, UQCRC2-CIII y MTCO1-CIV que componen los 
complejos que llevan a cabo la fosforilación oxidativa determinada mediante Western 
blot en extractos de cardiomiocitos. Los valores son relativos a los de la β-tubulina (β-
Tub) (media ± s.e.m; n = 5). Los valores son la media ± SEM analizados por la prueba t 
de Student para datos no pareados, seguida de la prueba de Tukey. * P <0,05 frente al 
control. 
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6.1.3 Cardiomiocitos con la expresión silenciada de PC1 no presentan 
alteración en la biogénesis mitocondrial. Luego para evaluar si esta menor 

expresión de las proteínas de la membrana mitocondrial estaba relacionada con 

un menor número de mitocondrias por una alteración de la biogénesis, 

evaluamos si la reducción de PC1 modificaba la proporción de DNA mitocondrial 

y nuclear y los niveles del regulador maestro de la biogénesis mitocondrial 

PGC-1α [51]. La figura 4a muestra que no hubo diferencias significativas del DNA 

mitocondrial entre los grupos de estudio. También se observa en la figura 4b que 

no hubo cambios en la proteína usada como marcador de la biogénesis 

mitocondrial PGC-1α (Co-activador del receptor gamma 1-alfa activado por el 

proliferador de peroxisosomas) ; lo cual nos llevó a descartar la posibilidad que 

una desregulación en la biogénesis fuese la responsable de los cambios 

producidos por la ausencia de PC1 en los marcadores funcionales y en la 

disminución de las proteínas mitocondriales. 

 

 

91 kDa

37 kDa
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Figura 4. Marcadores de biogénesis mitocondrial. a) Valores relativos de DNA 
mitocondrial determinados mediante RT-PCR. Los valores son relativos al gen de control 
β-tubulina (media ± s.e.m; n = 6). b) Niveles de proteína del marcador de biogénesis 
mitocondrial PGC-1α determinado por transferencia Western en extractos totales de 
cardiomiocitos (media ± s.e.m; n = 5). Los valores son la media ± SEM analizados por la 
prueba t de Student para datos no pareados seguida de la prueba de Tukey. 
 
 
6.2 Objetivo específico 2. Evaluar la morfología de la red mitocondrial en 
cardiomiocitos con la expresión reducida de policistina-1. 
 

6.2.1. La disminución de la expresión de PC1 induce pérdida en la 
conectividad de la red mitocondrial. La disfunción mitocondrial gatilla diversas 

respuestas de reparación y cambios en la expresión de genes que resultan en la 

alteración morfológica de la red mitocondrial de las células [36, 52] Para 

determinar si existía una relación entre las alteraciones metabólicas producidas 

por la reducción de PC1 y desregulación en la conectividad de la red mitocondrial, 

se estudió la morfología mitocondrial y la expresión de proteínas reguladoras de 

los procesos de fusión y fisión de la red, también se evaluó la fosforilación en la 

Serina 616 como modificación marcadora de fisión mitocondrial. La Figura 5 

muestra que no hay cambios en la expresión de las proteínas MFN2, OPA1 y 

DRP1, ni tampoco hubo cambios significativos en la relación p-Drp-1/Drp-1. 
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Figura 5. Niveles de expresión de proteínas reguladoras de la dinámica 
mitocondrial en cardiomioctos con expresión reducida de PC1. Niveles de: a) 
fosforilación de (DRP-1) Ser616; (b) MFN2 y (c) (OPA-1) se determinaron mediante 
Western Blot en extractos totales de cardiomiocitos. Las imágenes son representativas 
de 5 experimentos independientes. Los gráficos representan la media ± SEM. Los datos 
se normalizaron a GAPDH y se relativizaron al control. El análisis estadístico se calculó 
utilizando la prueba t de Student para datos no pareados seguida de la prueba de Tukey. 
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A través de microscopía confocal se analizó la conectividad de la red 

mitocondrial, observándose que la reducción de la expresión de PC1 condujo a 

una red mitocondrial menos conectada (Figura 6). El número de mitocondrias por 

cardiomiocitos aumentó junto con disminuir el volumen individual de mitocondrias 

(Figura 6), mostrando que la deficiencia de PC1 promueve la fisión mitocondrial 

y la reducción del volumen total de mitocondrias en los cardiomiocitos. 

 

 
 
 
Figura 6. Morfología de la red mitocondrial en cardiomioctos con expresión 
reducida de PC1. Imágenes confocales de la red mitocondrial teñidas con verde 
Mitotracker (barra de escala: 20 µm). Los paneles de la derecha muestran ampliación y 
reconstrucción 3D para determinar el número y volumen de partículas mitocondriales. El 
análisis cuantitativo del número de mitocondrias por célula y el volumen mitocondrial se 
determinaron con el software ImageJ. Los gráficos representan la media ± SEM de 5 
experimentos independientes. La significancia estadística se calculó mediante la prueba 
t de Student para datos no pareados, seguida de la prueba de Tukey. * p <0,05 frente a 
siScr
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6.2.2 Cardiomiocitos con la expresión de PC1 silenciada muestran 
sobreactivación de la mitofagia. La mitofagia controla la calidad y el número de 

mitocondrias, eliminando organelos disfuncionales o un exceso de mitocondrias 

que puedan generar un gran número de especies reactivas de oxígeno y causar 

la muerte celular [53]. Dado que se observó un gran número de mitocondrias 

disfuncionales y poco conectadas en los cardiomiocitos tratados con siPC1 se 

evaluó si existía activación de la mitofagia como mecanismo compensatorio. Al 

evaluar los niveles de proteínas marcadoras de mitofagia se observó que los 

cardiomiocitos siPC1 presentan aumento en los niveles de la proteína adaptadora 

de autofagosomas LC3b (Figura 7a).  

También se evaluó la activación de la mitofagia mediada por Pink1 y Parkin, a 

través de la determinación de los niveles de ambas proteínas. La Figura 7c 

muestra los niveles de Pink1  aumentan en los cardiomiocitos tratados con siPC1, 

efecto indicativo de su acumulación en la membrana mitocondrial como inicio de 

la mitofagia [36]. Los niveles de Parkin no cambiaron entre ambos grupos (Figura 

7b).  
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Figura 7. Niveles de expresión de proteínas marcadoras de mitofagia en 
cardiomioctos con expresión reducida de PC1. a) Niveles de proteína adaptadora de 
autofagosoma LC3b determinados por Western blot en extractos de cardiomiocitos. Los 
valores se normalizan fueron normalizados contra β-tubulina b) Niveles de proteína de 
Parkin c) Niveles de proteína Pink1. Estos niveles se determinaron mediante Western 
blot en extractos de cardiomiocitos totales. Los valores se normalizan contra los niveles 
de β-tubulina. Los gráficos representan la media ± SEM de 5 experimentos 
independientes. La significancia estadística se calculó mediante la prueba t de Student 
para datos no pareados, seguida de la prueba de Tukey. * p <0,05 frente a siScr.  
 
 
 
Posterior a la activación de Pink1 ocurre el reclutamiento de Parkin desde el 

citosol hacia la membrana mitocondrial para ser fosforilado y activado [36]. Para 

investigar si esta traslocación estaba ocurriendo, se evaluó la distribución 

subcelular de Parkin mediante ensayos de inmunofluorescencia. La Figura 8 

muestra un incremento significativo en la superposición de Parkin sobre la red 

mitocondrial en cardiomiocitos  siPC1. Estos resultados sugieren que la mitofagia 
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dependiente de Pink1/Parkin podría estar involucrada en la reducción de la 

eliminación de mitocondrias disfuncionales en cardiomiocitos siPC1.   

 

 
 
 
Figura 8. Traslocación de Parkin hacia la membrana mitocondrial como marcador 
de mitofagia en cardiomioctos con expresión reducida de PC1. Imágenes 
confocales de inmunodetección y fluorescencia de Parkin (rojo) y mtHsp70 (verde) en 
cardiomiocitos. Barra de escala: 20 µm. Las imágenes de la derecha muestran una 
ampliación de la colocalización. La colocalización de Parkin y mtHsp70 se calculó como 
el coeficiente de Manders (panel derecho). Los gráficos representan la media ± SEM de 
5 experimentos independientes. La significancia estadística se calculó mediante la 
prueba t de Student para datos no pareados, seguida de la prueba de Tukey. * P <0,05 
frente a siScr. 
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6.2.3. Pérdida de la conectividad de la red mitocondrial incrementa 
marcadores hipertróficos en cardiomiocitos con expresión reducida de 
PC1. Nuestro Laboratorio estableció que los cardiomiocitos con pérdida de la 

conectividad de la red mitocondrial y disfunción en parámetros metabólicos se 

modificaba la expresión de genes fetales marcadores de hipertrofia, así como 

también un aumento en el área celular y número de sarcómeros [54]. Dado que 

estos resultados mostraron aumento en la fisión de la red mitocondrial y 

disfunción en el metabolismo oxidativo, en esta tesis se evaluó si también había 

una asociación con la aparición de parámetros marcadores de hipertrofia 

cardíaca. Las Figuras 9a y 9b muestran que en los cardiomiocitos con 

disminución de la expresión de PC1 aumentan los niveles de expresión de ANP 

y b-MHC, característico de cardiomiocitos que han comenzado a hipertrofiarse 

[55]. También se observó que el grupo de estudio siPC1 tenía un mayor 

porcentaje de cardiomiocitos sarcomerizados, característico del rearreglo 

estructural que ocurre en la hipertrofia (Figura 9c) [55]. Sin embargo no hubo un 

aumento significativo en el área celular (Figura 9d).  
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Figura 9. Marcadores de hipertrofia cardíaca en cardiomioctos con expresión 
reducida de PC1. a) Los niveles de mRNA del péptido natriurético auricular (ANP) se 
determinaron mediante RT-PCR en extractos de RNA total. Los datos se normalizaron 
mediante el mRNA endógeno Pabpn1 (n = 6). b) Los niveles proteicos de b-MHC en los 
cardiomiocitos se determinaron por Western blot. Los datos corresponden a 5 
experimentos independientes que se normalizaron contra GAPDH y se relativizaron al 
control siScr. c) Imágenes confocales representativas de cardiomiocitos teñidos con 
rodamina-faloidina para detectar estructuras sarcoméricas. Escala de barra 20 µm. El 
área celular y el porcentaje de sarcomerización se determinaron en, al menos, 40 células 
usando el software ImageJ (n = 4). Los gráficos representan la media ± SEM. La 
significación estadística se calculó mediante la prueba t de Student para datos no 
apareados, seguida de la prueba de Tukey. * p <0,05 frente a siScr. 
 
 

6.3. Objetivo 3: Evaluar si existe desregulación de la vía de señalización 

Akt/FoxO1 y su asociación con el desarrollo de mitofagia 

 

6.3.1. La disminución de la expresión de PC1 en el cardiomiocito desregula 
la vía Akt/FoxO1. Estudios previos en cardiomiocitos mostraron que la 

fosforilación de Akt en Ser473 depende de la expresión de PC1 [11] y su efector 

descendente FoxO1 [41], que también regula la mitofagia dependiente de 

Pink1/Parkin [56, 57]. Con base en estos antecedentes, se investigó si la 

reducción de PC1 afecta la fosforilación de Akt y FoxO1. Nuestros resultados 

muestran una disminución en la fosforilación de Ser473-Akt sin cambios en los 
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niveles totales de FoxO1 (Figura 10a), pero con una disminución significativa en 

la fosforilación de Ser256-FoxO1 (Figura 10b).  

 

 

 

Figura 10. Niveles proteicos de las formas totales y fosforiladas de Akt y FoxO1 en 
cardiomiocitos con expresión reducida de PC1. a) Determinación de la 
activación de Akt a través de los niveles de phospho-Ser473-Akt y Akt total mediante 
Western blot. (b) La activación de FoxO1 se determinó mediante fosforilación en 
Ser256-FoxO1. Los datos son relativos al total de FoxO1. Los gráficos representan la 
media ± SEM de 5 experimentos independientes. La significancia estadística se calculó 
mediante la prueba t de Student para datos no pareados, seguida de la prueba de Tukey. 
* p <0,05 frente a siScr.  
 
6.3.2 La ausencia de PC1 en cardiomiocitos activa mitofagia de manera 
dependiente de FoxO1. Como se mencionó en el párrafo anterior, se ha 

establecido la activación de la vía Pink1/Parkin por parte FoxO1 en los 

cardiomiocitos [56, 57], basándonos en estos antecedentes se determinó si la 

activación de la mitofagia ocurre en respuesta a la disminución de la fosforilación 

de FoxO1 en los cardiomiocitos con expresión de PC1 disminuida; para ello se 

realizó un doble silenciamiento contra PC1 y FoxO1 (Figura 11) y se evaluaron 

los cambios en la ubicación subcelular de Parkin y en la morfología  mitocondrial.  
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Figura 11. Evaluación del silenciamiento de FoxO1 en el cardiomiocito. 24 h 
después del silenciamiento, se determinaron los niveles de FoxO1 mediante 
transferencia Western en extractos totales de cardiomiocitos  La cuantificación de 
densitometría se relativizó a los niveles de b-tubulina y se normalizó mediante siScr. El 
gráfico representa la media ± SEM de 5 experimentos independientes. La significancia 
estadística se calculó mediante la prueba t de Student para datos no pareados, seguida 
de la prueba de Tukey. * p <0,05 frente a siScr. 
 

A través de microscopía confocal y mediante el análisis del coeficiente de 

Mander´s utilizado para cuantificar el grado de colocalización de Parkin y 

mtHsp70, se determinó que la reducción de la expresión de FoxO1 evitaba el 

reclutamiento de Parkin hacia la mitocondria (Fig.12a). También se determinó 

que la inhibición de FoxO1, a través del silenciamiento de su expresión, se inhibe 

esta pérdida de la conectividad de la red mitocondrial reportada (Figura 12b). 

Esta figura muestra una disminución significativa en el número de mitocondrias 

por célula, además de una recuperación en el volumen de estas mitocondrias. 

Estos resultados sugieren que en cardiomiocitos, la pérdida de PC1 conduce a 

la eliminación de mitocondrias disfuncionales, proceso que podría estar 

relacionado con la reducción de la fosforilación de Akt seguida de una 

50 kDa

80 kDa
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disminución de los niveles de fosforilación de FoxO1 y la activación de la 

mitofagia dependiente de Pink1/Parkin a continuación. 
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Figura 12. Evaluación del rescate de la mitofagia a través de la inhibición de FoxO1. 
a) Imágenes confocales representativas de inmunodetección y fluorescencia de Parkin 
(rojo), mtHsp70 (verde) (escala: 20 µm). Las imágenes de la derecha muestran una 
ampliación de la colocalización. La colocalización de Parkin y mtHSP70 se calculó 
localmente como el coeficiente de Manders (panel derecho). b) Imágenes confocales 
representativas de la red mitocondrial en cardiomiocitos teñidos con la sonda Mitotracker 
verde (escala: 20 µm). Las imágenes inferiores de cada figura muestra la ampliación de 
la sección cuadrada seleccionada. Los gráficos representan la media ± SEM de 5 
experimentos independientes. La significancia estadística se calculó usando ANOVA de 
una vía seguido de la prueba de Tukey. * p <0,05 frente a siScr, # p <0,05 frente a siPC1
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DISCUSIÓN 
Los altos requerimientos de energía de los cardiomiocitos, hacen a estas células 

muy sensibles a los cambios en el metabolismo intracelular [21]. Las mitocondrias 

son cruciales para la producción de ATP, y la regulación de su biología está dada 

por los procesos dinámicos de fusión, fisión, biogénesis y degradación [32, 33].  

Los estudios sugieren que la PC1 tiene un papel vital en la contractilidad del 

corazón, modulando directamente la estabilización del canal de calcio tipo L [11] 

y el potencial de acción en los cardiomiocitos [13]. Sin embargo hasta ahora, se 

desconocía su papel en la regulación del metabolismo y la dinámica mitocondrial. 

Los resultados permiten validar la hipótesis propuesta en esta tesis que PC1 

modula la dinámica y funcionalidad de las mitocondrias a través de la activación 

de la vía Akt/FoxO1 en el cardiomiocito. 

 

Efecto del silenciamiento de la expresión de PC1 sobre los parámetros 
funcionales del metabolismo oxidativo en cardiomiocitos. Una posible 

relación entre PC1 y la mitocondria surgió a partir de observaciones en pacientes 

con manifestaciones extra-renales tempranas, tales como desregulaciones 

metabólicas y manejo de la glucosa defectuoso [14,17]. Además se describió que 

pacientes con ADPKD con función renal preservada tenían elevados niveles de 

estrés oxidativo [19]. Otro estudió mostró que PC1 se expresa en la membrana 

celular de los riñones en diferentes modelos de esta enfermedad. Sin embargo, 

el dominio C-terminal de PC1 se puede auto-clivar y migrar hacia la membrana 

mitocondrial, donde desde allí regula la función de la mitocondria, entre los que 

se cuentan el manejo de los lípidos, glicólisis y fosforilación oxidativa [20]. Estos 

trabajos enfocados en células renales mostraron que la alteración en la expresión 

de PC1 disminuye la tasa de consumo de oxígeno, también produce una 

despolarización en la membrana mitocondrial y una caída en los niveles de ATP 

[18-20], todos marcadores del metabolismo oxidativo llevado a cabo por la 
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mitocondria. El presente trabajo muestra datos similares en cardiomiocitos, en 

dónde se observó disfunción mitocondrial a través de los mismos parámetros 

descritos por estos autores. Es importante destacar el compromiso energético 

que significa una fosforilación oxidativa deficiente para el corazón ya que  

compromete la contractilidad de este órgano y, por lo tanto, podría guardar 

relación la disfunción energética oxidativa producida por una reducción de la 

expresión de PC1 con las alteraciones cardiovasculares tempranas que muestran 

algunos pacientes.  

 

En concordancia con los resultados descritos, se observó disminución de la 

expresión de proteínas mitocondriales constitutivas en los cardiomiocitos con 

expresión reducida de PC1, por ejemplo Hsp70, proteína chaperona esencial 

para el correcto plegamiento de proteínas que conforman la matriz mitocondrial 

[58]. Esta proteína se usa como marcadora de masa mitocondrial, por tanto una 

disminución de sus niveles es indicativo de una disminución del número de 

mitocondrias en los cardiomiocitos [24]. También en el presente estudio se 

observó disminución de los niveles de algunas sub-unidades SDHB, UQCRC2, 

MTCO1 de los complejos II, III y IV, respectivamente, que conforman la cadena 

transportadora de electrones. Estos complejos se encuentran en la membrana 

mitocondrial y también pueden usarse como marcadores de la abundancia 

mitocondrial, sin embargo también es importante destacar que desde el punto de 

vista funcional tiene relevancia, ya que al estar disminuidos los niveles de 

expresión de ciertas sub-unidades probablemente también las otras sub-

unidades también se encuentren disminuidas. Además solo el hecho de 

encontrarse alteradas algunas representan un pérdida de la estabilidad y 

estructura del complejo en total y por tanto una pérdida de funcionalidad [59].  

 

Alteraciones en la dinámica mitocondrial inducida por la expresión 
disminuida de PC1 en el cardiomiocito. Se conoce en diferentes tipos celulares 
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que la pérdida de funcionalidad de las mitocondrias se acompaña de una 

desregulación en la dinámica que se encarga del balance entre fusión y fisión de 

la red de mitocondrias para reparar organelos defectuosos o dar origen a 

mitocondrias nuevas a través del proceso de biogénesis [60, 61]. Nuestros 

resultados mostraron alteraciones en la dinámica mitocondrial en los 

cardiomiocitos silenciados con el siRNA para PC1, produciéndose un desbalance 

hacia una pérdida de la conectividad de la red mitocondrial. La disfunción 

observada en nuestro modelo sugiere que este aumento en la fisión de la red se 

debe a la activación de mecanismos de control de calidad que buscan separar 

las mitocondrias defectuosas, repararlas y/o eliminarlas [36], lo cual es coherente 

con la disminución en la masa mitocondrial observada en los resultados 

mostrados en el punto anterior.  

 

En las imágenes de microscopia confocal analizadas se registró un aumento en 

el número de mitocondrias con una concomitante disminución del volumen de las 

mismas, característico de una pérdida de la conectividad de la red con el objeto 

de aislar las mitocondrias defectuosas [36, 49]. Sin embargo al evaluar cambios 

en la expresión y fosforilación de las proteínas reguladoras de los procesos 

fusión/fisión no hubo cambios en ninguna de ellas. Estas observaciones son 

concordantes con datos reportados, en los que usan otro tipo de aproximaciones 

para determinar un estado alterado de la dinámica mitocondrial tales como el 

reclutamiento y translocación de la GTPasa Drp-1 hacia la membrana 

mitocondrial como mecanismo gatillante de la fisión mitocondrial [62, 63] en vez 

de la determinación de los niveles de expresión y modificaciones post 

traduccionales en las proteínas de la maquinaria fisión/fusión.  

 

Como se mencionó anteriormente, el proceso de dinámica mitocondrial también 

comprende la incorporación de mitocondrias nuevas para reemplazar a las 

mitocondrias defectuosas [36]. Por ello luego de detectar una menor masa 
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mitocondrial en los cardiomiocitos se investigó la biogénesis mitocondrial usando 

dos marcadores de este proceso: PGC-1α y el DNA mitocondrial. No se 

observaron cambios significativos en las celulas con la expresión disminuida de 

PC1. Estos datos permiten sugerir que en nuestro modelo no hay activación de 

un mecanismo compensatorio como la biogénesis mitocondrial que reemplace 

las mitocondrias disfuncionales de estos cardiomiocitos. Existe otro mecanismo 

de control de calidad que elimina selectivamente estas mitocondrias y que podría 

estar sobreactivado [35], dando cuenta de la disminución de la masa mitocondrial 

observada en nuestro modelo.  

 

La desregulación mitocondrial en cardiomiocitos se asocia con la fisión de la red 

mitocondrial, disminución de parámetros funcionales y aparición de marcadores 

hipertróficos [54]. Nuestros datos concuerdan con lo reportado por Pennanen y 

cols, quienes observaron asociación entre la disminución del consumo de 

oxígeno, caída del potencial de la membrana mitocondrial y bajos niveles de ATP 

bajo, aumento de la fisión mitocondrial y aumento en los niveles de expresión de 

las proteínas marcadoras de la hipertrofia del cardiomiocito: ANP y b-MHC y de 

la sarcomerización. Estos resultados referentes a la aparición de marcadores 

hipertróficos en los cardiomiocitos con expresión disminuida de PC1 son 

contrarios a lo descrito por Pedrozo y cols. Estos investigadores mostraron que 

PC1 es necesaria para el desarrollo de hipertrofia inducida por estrés mecánico 

[11]. Sin embargo nuestro modelo comprende condiciones experimentales 

diferentes como el uso de suero fetal bovino en el cultivo celular para evitar la 

activación de la autofagia, y también se debe considerar la variedad de estímulos 

que desencadenan la hipertrofia. En el modelo de cardiomiocitos con expresión 

de PC1 silenciada del trabajo de  Pedrozo y col se usó como estímulo hipertrófico 

el estrés mecánico inducido por estrés osmótico, contrario a lo observado en el 

desarrollo de hipertrofia inducida por estimulación adrenérgica [11]. Nuestro 

trabajo no consideraba ningún modelo patológico por tanto es necesario evaluar 
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otros parámetros que permitan hacer una mejor caracterización del tipo de 

hipertrofia que se estaría desarrollando en los cardiomiocitos de nuestro modelo, 

e incluso sería interesante escalar estos estudios y evaluar la función contráctil 

en animales que tengan una alteración en la expresión de PC1.  

 

Efecto del silenciamiento de la expresión de PC1 en mitofagia. La maquinaria 

fusión/fisión trabajan en conjunto con la mitofagia para mantener la homeostasis 

mitocondrial y celular [32]. Además previamente se ha asociado una pérdida del 

potencial de membrana mitocondrial, disminución de niveles de ATP, y pérdida 

de masa mitocondrial con sobreactivación de la mitofagia [34, 64, 65]; nuestros 

resultados con células con expresión de PC1 disminuida muestran este mismo 

comportamiento, en dónde asociado a la disfunción metabólica, pérdida de 

conectividad de la red mitocondrial y disminución de la masa mitocondrial se 

observó que el proceso de eliminación selectiva de mitocondrias estaba activado. 

Estos datos muestran que existe una asociación directa entre PC1 y mitofagia, 

además de que la sobreactivación de este proceso se vería asociado al desarrollo 

de diferentes patologías cardiovasculares [66], y esto resultaría una interesante 

proyección para abordar los síntomas cardiovasculares tempranos que presentan 

los pacientes con ADPKD.  
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Rol de la PC1 en la activación de la vía Akt-FoxO1. La vía Akt-FoxO1 está 

relacionada con procesos celulares vitales como la proliferación, ciclo celular, 

apoptosis, entre otros. Además existen estudios previos que han determinado 

que PC1 puede regular la fosforilación de Akt [11,12], por ello evaluamos si esta 

vía podría estar relacionada con los resultados obtenidos de función mitocondrial 

y cambios morfológicos asociados. En este trabajo mostramos que la pérdida de 

expresión de PC1 modula la activación de la vía Akt-FoxO1, disminuyendo la 

fosforilación de ambas proteínas cuando se encuentra disminuida la expresión 

de PC1. En el tejido cardíaco, Akt en su forma activa o fosforilada, promueve la 

fusión mitocondrial [67,68]. Nuestros resultados mostraron la reducción de la 

fosforilación de Akt en Ser473 y FoxO1 en Ser256, lo que podría explicar el 

aumento de la fisión mitocondrial y la activación de mitofagia; también esta 

pérdida de la fosforilación de Akt puede relacionarse con la sobreactivación de la 

mitofagia ya que la activación de Akt se ha relacionado con la fosforilación de 

miembros de la familia Bcl-2 pro-supervivencia que induce la salida de contenido 

mitocondrial y la activación de la vía de mitofagia PINK1/Parkin [67, 69]. 

 

También se ha descrito que la activación de FoxO1 induce mitofagia a través de 

la activación de E3-ubiquitina ligasa Mul1 y la vía PINK1/Parkin [56, 70, 71]. 

Nuestros resultados mostraron que la mitofagia producida en cardiomiocitos al 

disminuir la expresión de PC1 podría ser modulada por FoxO1 a través de la vía 

Pink1/Parkin. El silenciamiento de FoxO1 revierte el reclutamiento de Parkin a las 

mitocondrias incluso recuperando, en parte, la morfología de la red mitocondrial. 

Este rescate y recuperación de la morfología mitocondrial es fundamental, 

considerando que un aumento de la mitofagia se ha relacionado con el desarrollo 

de diversas patologías cardíacas [66, 72].  

 
El mecanismo por el cual PC1 regula el metabolismo no está completamente 

claro hasta ahora. Este trabajo fue principalmente descriptivo, sin embargo 
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representa un aporte en el conocimiento de las funciones del PC1 en el corazón. 

La Figura 13 muestra una recapitulación de lo determinado en este trabajo y una 

propuesta de modelo en el que muestra que en el cardiomiocito la disminución 

de la expresión de PC1 genera una pérdida de la fosforilación de Akt, así como 

también la de uno de sus principales efectores aguas abajo FoxO1. La 

disminución de la fosforilación de FoxO1 representa la pérdida de la inhibición a 

nivel citoplasmático y traslocación al núcleo, donde estará más activo como factor 

de transcripción; como factor de transcripción regula la transcripción de genes 

asociados a la activación de mitofagia, y esta sobreactivación de mitofagia 

genera un aumento en la fisión mitocondrial y disfunción metabólica. Estos 

eventos se asocian además a la aparición de marcadores hipertróficos. Este 

trabajo proporcionaría información valiosa sobre los síntomas extrarrenales 

reportados en pacientes con ADPKD, y aparecen algunas nuevas posibilidades 

de intervención terapéutica. 

 

 

 

Figura 13. Modelo propuesto. PC1 regula mitofagia en cardiomiocitos, a través de un 
mecanismo dependiente de Akt-FoxO1 
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8. CONCLUSIONES 
 
 

• PC1 es un mecanosensor que regula función contráctil cardiaca y la 

contracción depende del metabolismo oxidativo mitocondrial; si este 

organelo es disfuncional podría estar relacionado con patologías 

cardíacas y metabólicas, características de pacientes con ADPKD. 

 

• Este trabajo establece relación entre PC1 y mitocondrias en el 

cardiomiocito. Si bien se estudiaron algunos marcadores de hipertrofia 

cardíaca, próximas investigaciones requieren ensayos en modelo animal 

que valide esta relación PC1 – mitocondria – función cardíaca. 

 

• La menor expresión de PC1 desregula la dinámica mitocondrial y exacerba 

la mitofagia. 

 

• La pérdida de la inhibición de Akt sobre FoxO1, implica un aumento de su 

actividad transcripcional. FoxO1 puede activar transcripción génica de 

proteínas reguladoras de mitofagia. Este aumento de mitofagia mediado 

por FoxO1 sería el mecanismo responsable de la disfunción metabólica y 

morfológica de las mitocondrias en el modelo de cardiomiocitos con 

expresipon disminuida de PC1. 
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