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RESUMEN

Las mitocondrias son organelos intracelulares encargados del metabolismo
energético celular. Estos organelos forman una red dinamica donde existe un balance
continuo entre eventos de fision y fusién, lo que constituye la dinamica mitocondrial. Las
mitocondrias son muy abundantes en el tejido cardiaco, constituyendo de un 20 a 40%
del volumen celular de los cardiomiocitos, células altamente diferenciadas y responsables
de la contractibilidad del corazdn.

En esta tesis, se establece que un desbalance de la dinamica mitocondrial hacia
la fisibn mediada por un adenovirus antisentido contra la proteina de la fusion
Mitofusina 2 (AsMin2), disminuye diversos parametros metabdlicos como: el potencial
mitocondrial (¥mt), ATP intracelular, consumo de Oxigeno y produccién de radicales
libres del oxigeno {(ROS).-Por ofro lado, la fision mediada por C.-ceramida, conocido
estimulo apoptético, muestra que existe un aumento en la produccion de ATP, mientras
que se mantienen los niveles del potencial de membrana interna, caracteristicas propias
del inicios del proceéo apoptético. Estos hallazgos son pioneros en establecer la
implicancia metabélica que poseen los procesos involucrados en la mantencion de la

dinamica mitQCondriaI.'




ABSTRACT

Mitochondria are intracellular organelles involved in energetic cell metabolism.
These organelles form a dynamic network where a continuous balance between events of
fission and fusion exists, constituting mitochondrial dynamics. Mitochondria are abundant
in the cardiac tissue, constituting 20 to 40% of cardiomyocyte volume. These cells are
fully differentiated and responsible of cardiac contractibility.

[n the present thesis, we established that an unbalance in mitochondrial dynamics
towards fission, obtained by transduction with an antisense adenovirus against mitofusin 2
fusion proteins (AsMin2), decreases several metabolic parameters such as mitochondrial
potential (¥mt), intracellular ATP, oxygen consumption and reactive oxygen species
(ROS) production. In addition, fission stimulated by Co-ceramide, as well known pro-
apoptotic stimulus, increases ATP production, while the internal membrane potential does
not change, characteristic processes of the beginning of the apoptotic process. These
findings are pioneers the establisment of a metabolic relationship between processes

involved on mitochondrial dynamics.




1. INTRODUCCION

1.1 LA BIOCENERGETICA CELULAR Y EL ROL DE LA MiTOCONDRIA

Los nutrientes de origen exégeno o enddgeno son los principales combustibles
para la generacion de energia en las células. Los primeros ingresan al organismo a
través de la dieta, son hidrolizados por enzimas del sistema digestivo para dar lugar a los
mondmeros constituyentes y ser absorbidos por la mucosa intestinal, transportados en la
sangre Y distribuidos a los diversos tipos celulares. Los nutrientes enddgenos resultan de
la hidrélisis llevada a cabo por las enzimas lisosomales y de ofros sistemas hidroliticos

celulares [Alberts y col, 2004].

Los nutrientes ingresados exdgenamente o provenientes del reciclaje de la propia
célula, forman un conjunto de biomoléculas (&cidos grasos, aminoacidos vy
monosacaridos) que presentan vias catabdlicas energeéticas especificas. Sin embargo

ellas confluyen en una via catabélica tnica en las mitocondrias. [Berg y col, 2002).

Las mitocondrias son organelos iniracelulares membranosos responsables del
metabolismo energético, produciendo alrededor del 90% de la energfa requerida para el
funcionamiento celular [Marin-Garcia y Goldenthal, 2002]. El proceso denominado
respiracion celular ocurre en ellas y constituye la via degradativa final comin para los
nutrientes, siendo fa principal fuente de trifosfato de adenosina (ATP), molécula que actia
como donador energético en diversas reacciones. Adicionalmente, las mitocondrias
también juegan un papel protagénico en la muerte y envejecimiento celular [Marin-Garcia

y Goldenthal, 2002; McBride y col, 2006].




Estructuralmente, las mitocondrias estan formadas por una doble bicapa
lipoproteica, donde la mas interna se encuenira sumamente plegada y formando pliegues
o invaginaciones denominadas crestas mitocondriales. Ambas membranas definen dos
compartimentos internos, un espacio intermembranoso y la matriz. Funcionalmente, los
compartimentos mas importantes de este organelo, lo constituyen la membrana interna
que contiene los complejos enziméticos de la fosforilacion oxidativa {OXPHOS) y las
proteinas de transporte, que regulan el paso de metabolitos desde y hacia el espacio
interior; y la matriz mitocondrial, que contiene enzimas que participan tanto en la -
oxidacién de acidos grasos como en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (ATC) yenla

expresién y mantencion del DNA mitocondrial [Archer y col, 2007; Benard y col, 2006]

La respiracién celular comprende 3 procesos metabdlicos: el ciclo de Krebs o ciclo
de los acidos tricarboxilicos, la cadena transportadora de electrones y la fosforilacion
oxidativa [Berg y col, 2002]. El ciclo de Krebs, constituye el proceso degradativo comun,
de donde se obtendran principalmente, CO, y cofactores reducidos (NADH y FADH,).
Estos cofactores reducidos son sustratos de la cadena respiratoria, proceso energeético
acoplado resultante de la interaccién de la cadena transportadora de electrones
(componente exergdnico) y la fosforilacién oxidativa (componente endergénico). El

aceptor final de electrones en la cadena respiratoria es el O [Benard y col 2006].

La cadena iransportadora de electrones esta constituida por importantes

complejos enzimaticos [Medina, 2008] como:
« Complejo | o NADH-deshidrogenasa, el cual recibe los electrones de la oxidacion
del NADH y los cede a la coenzima Q, la cual se desplaza libremente a través de

la membrana mitocondrial interna.




e Complejo Il o succinato deshidrogenasa, el cual recibe los electrones de la
oxidacién del FADH, y los cede a la coenzima Q.

s Complejo 1l o complejo citocromo bel, el cual recibe los electrones de la
reoxidacion de la coenzima Q y los transfiere al citocromo ¢, un transportador
electronico proteico que también puede desplazarse por la membrana.

« Complejo IV o citocromo oxidasa, el cual acopla la oxidacion del citocromo ¢ con

la reduccién del oxigeno molecular a agua.

Espacio Intermembrana ap

Eite

jo,eq HO

NADH+HY  NAD® Soccinato  Vumsmto
Maceriz

Figura 1. Esquema de la cadena transportadora de electrones.

Las reacciones globales de estos complejos generan una gradiente proténica a
través de la membrana interna mitocondrial que resulta del bombeo de protones hacia el
espacio intermembrana. Finalmente, este gradiente de protones se utiliza por la enzima

ATP sintasa para la generacion de ATP [Medina, 2008].

« Complejo V o ATP sintasa permite el retorno de los protones al espacio de la

matriz mitocondrial a fravés de un canal translocador de protones.




Finalmente, la energia liberada por este proceso exergonico impulsa la sintesis
endergénica de ATP a partir de ADP y Pi (fosforilacién oxidativa) [Berg y col, 2002;

Medina, 2008].

1.2 MORFOLOGIA MITOCONDRIAL

Morfologicamente las mitocondrias son organelos complejos que cuentan con un
aspecto y distribucién intracelular caracteristica para cada tipo celular. En las fotografias
clasicas de microscopia electrénica, aparecen como organelos individuales debido a que
estas imagenes muestran sélo una seccion individual a través de la célula. Sin embargo,
esta vision estd sobresimplificada dado que estos organelos constituyen una compleja
red reticular, es decir, una red interconectada y altamente dinamica, mantenida por
eventos permanentes, opuestos y balanceados de fusién y fision [Chen y Chan, 2005;

Detmer y Chan, 2007; Parra, 20086; Parra y col, 2008; Zorzano'y col, 2004].

El alio grado de fluidez y dinamismo del reticulo mitocondrial es atribuible a
diversos factores que afectan a las mitocondrias como organelos individuales, entre los

cuales podemos mencionar:

e Su distribucién intracelular, ya que son organelos transportados por el
citoesqueleio a regiones subcelulares con altas demandas energéticas
[Detmer y Chan, 2007; Benard y Rossignol, 2008].

e La longitud, forma, tamafio y el numero de estos organelos, parametros

altamente variables, estan gobernados por eventos balanceados de fision y




fusién [Detmer y Chan, 2007; Martins de Brito y Goldenthal, 2008; Parra y col,
2008].
e Su estructura interna, ya que puede cambiar en respuesta al estado fisiologico

celular [Bach y col, 2003; Benard y Rossignoi, 2008; Detmer y Chan, 2007].

El tamario, forma, volumen, distribucion y orientacién celular de las mitocondrias
varian continuamente, en dependencia del tejido y de su actividad funcional. En el
corazén y en el misculo esquelético, por ejemplo, es posible encontrar estos organelos
organizados como una red compleja de filamentos largos e interconectados, mientras gue
en el higado, las mitocondrias se presentan como organelos aislados y con forma circular
[Zorzano y col, 2004]. Estas caracteristicas morfologicas muestran una posible relacién
entre la demanda energética a la que esta sometido un tejido determinado y la estructura

que presenten las mitocondrias.

1.3 FiSION MITOCONDRIAL

La fision mitocondrial corresponde a la fragmentacién de la red mitocondrial
interconectadas en varios organelos individuales mas pequefios. Este proceso, en
mamiferos, estd regulado por la proteina GTPasa relacionada con la familia de las
dinaminas (DRP1) y la proteina de fision 1 (FIS1) [Parra, 2006]. DRP1 se encuentra
normalmente en el citoplasma y en fosas de la membrana externa mitocondrial que
constituiran futuros sitios de fisidn. Para que exista fision por parte de las mitocondrias es
necesario el reclutamiento de la proteina DRP1 hacia [a membrana externa de la
mitocondria, donde esta protefna actuarfa como una mecancenzima, la cual ensamblaria

entorno a la mitocondria formando un anillo y constrifiendo el tiibulo mitocondrial para dar




lugar a la fisién [Detmer y Chan. 2007]. Como evidencia para este modelo, se ha
encontrado que al purificar protefna Dnm1 {ortéiogo de DRP1 en levaduras), es capaz
formar anillos helicoidales y espirales in vitro, con dimensiones semejantes a las

necesarias para constrefir a una mitocondria [Detmer y Chan, 2007].

Figura 2. Proteinas responsables de la fision mitocondrial en Mamiferos.

Tomado de Detmer y Chan, 2007. Fis1, proteina integral de membrana externa mitocondrial y
Drp1, proteina GTPasa citoplasmica de la familia de las dinaminas.

No existe una secuencia de destinacién mitocondrial para DRP1, sin embargo,
esta proteina se recluta hacia la mitocondria por FIS1, una pequefa proteina integral de
la membrana externa de la mitocondria, que forma parte de los complejos de fision de
alta masa molecular [Detmer y Chan, 2007; Parra, 2006]. Se ha demostrado en
levaduras, que Fis1 (ortdlogo de FIS1) une indirectamente a Dnm1 a través de uno o dos
adaptadores moleculares, Mdv1 y Caf4. Ni Mdv1, ni Cat4 son suficientes para permitir el
reclutamiento de Dnm1 dependiente de Fis1, pero Mdv1 resulta mas importante en su
funcion adaptadora. No se han enconirado ort6logos para estas proteinas adaptadores

en mamiferos [Detmer y Chan, 2007].
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Figura 3. Proteinas responsables de la fision mitocondrial en levaduras.

Tomado de Detmer y Chan, 2007. Dnm1, proteina oridloga de DRP1 en levaduras, Fis1 oridloga a
FIS1 en levaduras, Mdv1 y Caf4 proteinas adaptadoras que facilitan fa interaccion entre Dnmi y
Fis1.

Sin embargo, actualmente sabemos que la participacion de FIS1 como proteina
adaptadora no es crucial en el reclutamiento de DRP1 a la membrana mitocondrial, ya
que se ha descrito que una disminucién de los niveles de FIS1, mediante el uso de BNA
de interferencia (RNAI), no altera su traslocacion hacia la mitocondria [Detmer y Chan,

2007; Parra, 2006).

Diversos estudios han mostrado que la morfologia mitocondrial cambia durante la
apoptosis, dando como resultado mitocondrias pequefias, esféricas y mas numerosas,
por lo que se ha propuesto una asociacién entre fision mitocondrial y muerte celular, lo
cual es atn un tema de amplia discusién [Chen y cols, 2009; Knott y Bossy-Wetzel, 2008;
Knott y col, 2008, Loucks y col, 2009; Narula y col, 1999; Parra y col, 2008; Shen y col,
2007]. Bajo condiciones especfficas, se observa que DRP1 interactua con Bax en sitios
que marcarian futuros sitios de fragmentacién de la membrana mitocondrial, siendo este
proceso un pre-requisito para la permeabilizacién de la membrana externa del organelo,

permitiendo asf la liberacién del citocromo ¢ [Narula y col, 1999, Parra y col, 2008]. En




otros modelos, sin embargo, también se ha propuesto que tanto el proceso de fision
mitocondrial, como el proceso de muerte celular actuarian de forma independiente. Gran
parte de estos estudios ha sido realizado en Ifneas celulares, siendo escasos los modelos
donde se utilicen cultivos primarios. Esto tltimo, nos motivé a investigar una posible
relacién entre la muerte celular programada inducida por ceramidas y la dinamica
mitocondrial en cardiomiocitos de ratas neonatas, donde se encontré una fuerte
correlacion entre los cardiomiocitos que comenzaban la apoptosis inducida por

ceramidas, mostraban fisién en su red mitocondrial [Parra, 2006; Parra'y col 2008].

1.4 FUSION MITOCONDRIAL

La fusién mitocondrial promueve el ensamblaje de mitocondrias individuales, lo
que finaliza con la combinacién de sus membranas. Este proceso, en mamiferos, esta
regulado por las proteinas Mitofusina 1 y 2 (MFN1 y MFN2), y OPA1, las cuales
corresponden a GTPasas de alta masa molecular, localizadas en el interior del organelo.
MFN1 y MFN2 comparten un 81% de identidad de secuencia y, por lo tanto, comparten
una gran similitud estructural, siendo capaces de formar complejos homo- y hetero-
oligomeros [Detmer y Chan, 2007; Parra, 2006]. Ambas proteinas residen en la
membrana externa del organelo [Detmer y Chan, 2007]. Por otro lado, la proteina OPA1
se localiza en el espacio intermembrana y asociada a la membrana interna del organelo
[Detmer y Chan, 2007; Parra, 2006]. Esta proteina presenta numerosas isoformas, debido
a que suire procesos de splicing alternativo y modificaciones post-traduccionales [Detmer

y Chan, 2007], lo que permite que algunas de estas isoformas presenten localizaciones

celulares diferentes.
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Figura 4. Proteinas responsables de la fusién mitoccondrial en mamiferos.

Tomado de Detmer y Chan, 2007. OPA1, proleina implicada en la fusién de membrana
mitocondial interna y Min, proteina implicada en la fusién de membrana mitocondrial externa.

En levaduras, la maquinaria de fusién mitocondrial consiste en 2 GTPasas: Fzof
(ortdlogo de MFN1 y MFN2), la cual es esencial para la fusién de membranas externas y
siendo necesaria su presencia en mitocondrias adyacentes durante el proceso de fusion,
lo que implica que forma un complejo en trans entre las mitocondrias involucradas. Mgm1
(ortélogo de OPAT) es ofra proteina involucrada en el proceso y es esencial para la fusién
de membranas internas. Finalmente existe una tercera proteina Ugol que une
fisicamente Fzo1 y Mgm1, pero no se ha encontrado un ortélogo en mamiferos [Detmer y

Chan, 2007].

1
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Figura 5. Proteinas responsables de la fusién mitocondrial en levaduras.

Tomado de Detmer y Chan, 2007. Fzo1, proteina ortéloga de Min en levaduras, Mgm1 proteina
ortéloga de OPA1, Ugo1 proteina adaptadora que facilita la interaccion entre Mgmi y Fzol.

La fusion de las membranas mitocondriales externas como internas, constituyen
procesos muy disimiles e independientes: mientras que la fusion de [a membrana externa
requiere bajos niveles de hidrélisis de GTP, la fusion de membrana interna requiere altos
niveles de hidrdlisis, asi como de la presencia de un potencial de membrana mitocondrial
intacto (¥mt), y por lo tanto, de una alta sintesis de ATP [Benard y col, 2007; Detmer y

Chan, 2007; Martins de Brito y Scorrano, 2008; Twig y cols, 2008].
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1.5 RELACION MORFOLOGIA Y METAROLISMC MITOCONDRIAL
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.

Tanto el estudio de la morfologfa mitocondrial como el mgtabolismo asociado a la
mitocondria han sido abordados como temas separados. Ultimamente en la literatura han
aparecido diferentes trabajos; en los cuales, la modificacion del estado metabdlico de la
célula tiene una implicaricia en la forma de Ia red mitocondrial en-la célula, por lo cual,
hace sospechar que cada evento metabolico esta asociado.a una morfologfa mitocondrial
caracteristica. Esta snuac:on queda claramente ilustrada, en la observacion de que la
morfologia de la red mitocondrial de diversos tipos celulares ricos en mitocondrias
depende de la demanda energética a la cual estos tejidos se encuentran sometidos.
Tejidos en los cuales existe una alta demanda energética, como lo son las células del
corazén y del musculo esquelético, presentan una morfologia mitocondrial fusionada,
donde existen unos pocos tibulos muy alargados que agrupan a la casi la totalidad de las

mitpéondrias [Bach y col, 2003; Benard y col 2007; Duchen, 2004; Garlid y col, 2008;

Guillery y col, 2008; Kodde y col, 2007, Parra, 2006; Parra y col, 2008]. Mientras que

tejidos donde la demanda énergética esta destinada principalmente a metabolizar

nutrientes digeridos en la dieta, como las células del higado, presentan una red
mitocondrial fisionada, donde conviven humerosas y pequefias mitocondrias aisladas

[Duchen, 2004; Kodde y col, 2007].

Otras investigaciones vinculadas al estudio de la muerte celular programada por
via intrinseca, es decir, donde la mitocondria tiene un rol central en el desarrollo del
proceso, mlaestran que existe una gran tendencia a fisionar la morfologia mitocondrial
[Parra, 2006; Parra y col, 2008]. Este desbalance de la dinamica mitocondrial hacia la

fision, también se ha descrito en conocidas neuropatias, como las Enfermedades de
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Parkinson, Alzheimer y Huntington [bubhen, 2004; Hamana y Sudrez, 2002; Knott y
Bossy-Wetzel, 2008; Knott y col, 2008; Koopman y col, 2005; Wang y col, 2008; Zorzano

y col, 2004]. !

La evidencia mas potente que vincula que la maquinaria de la morfologia
mitocondrial modula el metabolismo celular, lo constituyen los estudios sobre la
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT). Esta patologia neuromuscular y hereditaria
de los nervios periféricos se caracteriza por la degeneracién axonal de los nervios
sensitivos y motores. La enfermedad en su variante CMT2A, es causada por una
mutacion en el gen de la proteina de fusién mitocondrial Mfn2. Amiott y col estudiaron
pardmetros metabdlicos en fibroblastos de pacientes con CMT2A tales como produccion
de ATP, generacion de ROS y susceptibilidad a agentes que inducen apoptosis, donde
no encontraron diferencias significativas. En cambio, observaron un aumento significativo
de la respiracién insensible a oligomicina (inhibidor de! complejo V, ATP Sintasa), una
disminucién en e! potencial de membrana mitocondrial (A¥) y una menor eficiencia de
acoplamiento mitocondrial ([ATP}oxigeno consumido). Estos resultados indican
claramente que existe una modulacién morfologia/metabolismo importante, la cual, es
muy interesante para ser analizada y caracterizada en un tipo celular, tan importante para
el organismo, como son los cardiomiocitos, constituyentes esenciales del corazén [Amiott

y col, 2008; Pich y col, 2005].

E! propésito de este trabajo, es empezar a caracterizar el nexo que liga la
morfologfa de la red mitocondrial con el estado metabolico celular en cardiomiocitos de

ratas neonatas.
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2. HIPOTESIS

[

" a fisién mitocondrial disminuye la respiracion celular del cardiomiocito”.

3. OBJETIVOS

e Inducir fisién mitocondrial del cardiomiocito mediante dos estrategias

experimentales (C,-ceramida y uso del antisentido Min2).

o Cuantificar los pardmetros asociados a respiracion mitocondrial como
consumo de O,, produccion de ATP, produccion de ROS vy potencial de

i

membrana interna mitocondrial.

e Correlacionar los niveles de respiracién con la fision mitocondrial en el

cardiomiocito.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 REACTIVOS

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EEUU): Medio Hank’s, Medic DME, Medio 199, pancreatina, gelatina, 5-bromo-
2 deoxiuridina, carboxi-cianuro-3-clorofenilhidrazona (CCCP) y Tripsina-EDTA. De Gibco
BRL (Carisbad, EEUU) se obtuvieron: colagenasa de tipo 1i, suero fetal bovino (FBS) y
suero de terera (FCS). Tetrametilrodamina metil éster perclorato (TMRM, T-668) y
123-dihidrorodamina (DHR, D-632) se compraron en Molecular Probes (Eugene, OR,
EEUU). De CalBioChem (San Diego, EEUU) se obtuvieron N-acetil-D-eritro-esfingosina
(Co-ceramida, #110145) vy N-acetil-dihidro-D-eritro-esfingosina  (DH-Cz-ceramida,
#219537), mientras que el kit Cell Titer-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (G7570) se
adquirié en Promega (Madison, EEUU). Todos los compuestos organicos e inorganicos,
sales, acidos y solventes se compraron en Merck (Darmstaddt, Alemania). Finalmente, el
adenovirus antisentido para Mitofusina-2 (AsMin-2) fue facilitado por el Dr. Antonio

Zorzano (Institute of Research in Biomedicine, Universitat de Barcelona, Esparia).

4.2 MODELO ANIMAL

Como modelo de estudio se utilizaron ratas neonatas 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. En su utilizacion y manejo se cumplieron
todas las normas éticas referidas a la utilizacion de animales definidas por la institucion

mencionada.
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4.3 CuLTivo PRIMARIO DE CARDIOMIOCITOS

Las ratas neonatas se decapitaron para obtener sus corazones, los cuales fueron
lavados en medio Hank’s estéril a 372G, luego las auriculas se descartaron, mientras que
los veniriculos fueron homogenizados. E! homogeneizado celular se digirié
enzimaticamente con ¢l objetivo de obtener células aisladas. La digestion enzimética
consiste en ciclos sucesivos con la enzima colagenasa de tipo 11 (0.02 a/100 mL de medio
Hank’s) y pancreatina (0.06 g/100 mL de medio Hank's). En este punto del cultivo, se
obtiene un extracto celular que contiene 2 tipos celulares principales: fibroblastos y
cardiomiocitos. Con el fin de separar estas poblaciones celuiares, se realiza un pre-
plaqueo en botellas plasticas de cultivo de 250 mL durante 2 h en medio DME: M199
(4:1) suplementado con 10% de FBS. Este procedimiento aprovecha la adhesién
diferencial de ambos tipos celulares, ya que al finalizar la incubacién se obtienen los
fibroblastos adheridos en las paredes de la botella, mientras que los cardiomiocitos
permanecen en suspension. La suspensién que contiene éste wltimo tipo celular, es
removida y centrifugada a 1000 r.p.m. durante 5 miny resuspendida en 21 mL de medio
DME: M199 (4:1) suplementado con 5% de FBS y 10% de FCS. Posteriormente, los
cardiomiocitos son contados en una cdmara de Neubauer mediante microscopia,
utilizando el colorante azul de tripan, el cual permite visualizar las células vivas y
distinguirlas de las muertas. Una vez conocida la concentracion celular, los cardiomiocitos
son sembrados en medio DME: M199 (4:1) suplementado con 5% de FBS, 10% de FCSy
5-bromo-2-deoxiuridina, en placas de cultivo cubiertas previamente con gelatina (2% p/v),
las cuales son mantenidas a 37°C en una atmésfera himeda de 5% de COz y 95% de O..
La concentracién celular de siembra depende de las condiciones y requerimientos del

experimento a realizar.
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4.4 TRATAMIENTO ADENOVIRAL Y ESTIMULO DE CARDIOMIOCITOS

Las células se lavaron a las 24 h post-siembra para eliminar el debris celular.
Luego se les agregd medio DME: M199 (4:1) y se transdujeron con el adenovirus AsMfn2
en una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1000 particulas virales por célula. Se mantuvo
esta condicién por 24 h. como control de transduccion se utilizé el vector adenoviral vacio
al mismo MO y tiempo que el vector para AsMin2.

El medio de transduccién se removio a las 24 h post-transduccién y se cambi6 a
medio DME: M199 (4:1) suplementado con 10% de FBS. El estimulo Co-ceramida y su
control inactivo DH-Co-ceramida se prepard a una concentracion de 40 M en el mismo
medio en que se mantienen las células, el cual fue agregado a 2, 4 y 6 h, antes de cada

experimento.

4.5 MEDICION DE ATP INTRACELULAR MEDIANTE LUMINOMETRIA

Para este experimento se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos a una
concentracién de 2 x 10* células/pocillo. Una vez terminado el estimulo con Co-ceramida,
se removi6 el medio y se agregaron 20 L de medio Krebs con Ca?* (145 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1.0 mM EGTA, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES-Na, 5.6 mM glucosa, pH 7.4).
Posteriormente se adicioné el tampon de lisis del kit Cell Titer-Glo® en una relacién 1:1y
finalmente se agitd la placa durante 2 min para completar la reaccion. Finalmente, las
células lisadas se traspasaron a una placa opaca de 96 pocillos, y son medidas en un
luminémetro TopCountNXT (Perkin-Elmer, Waltham, MA). Los resultados se expresan
como promedios de medidas normalizadas a las células sin tratamiento adenoviral y sin

estimulos, con sus respectivos errores estandar con respecto al control.

18




4.6 MEDICION DE POTENCIAL DE MEMBRANA POR CITOMETRIA DE FLUJO

Para este experimento se utilizaron placas de cuitivo de 12 pocillos a una
concentracion de 3 x 10° células/pocillo. La sonda utilizada para medir el potencial de
membrana mitocondrial es la tetrametil rodamina (TMRM), la cual se carga 30 min antes
de la medicion. Una vez terminado el estimulo con Co-ceramida, el medio se remueve y
las células se sueltan con 300 L de tripsina-EDTA 1x disuelta en PBS por 5 min a 379C.
Una vez finalizados los 5 min, la reaccion de tripsinizacion se detiene con FBS en una
proporcion 1:10. Posteriormente, las células se traspasaron a tubos BD para Citometria y
leidas en un citémetro de fiujo (FACS SCAN). Los resultados se expresan como
promedios de medidas normalizadas a las células sin tratamiento adenoviral y sin

estimulos, con sus respectivos errores estandar con respecto al control.

4.7 MEDICION DE CONSUMO DE OXIGENO MEDIANTE OXIGRAFIA DE CLARK

Para este experimento se utilizaron placas de cultivo de 80 mm a una
concentracién de 4 x 10° células/placa. Una vez preparado el oxigrafo, el medio se
remueve, las células se lavan con PBS y se tripsinizan con 1 mL de tripsina-EDTA 1x
disuelta en PBS por 5 min a 37°C. La reaccion de tripsinacion se detiene con FBS en
proporcién 1:10 y las células son centrifugadas por 5 min a 1600 r.p.m. El scbrenadante
se elimina y el pellet se resuspende en 100 L de PBS, para ser llevado finalmente a una
camara de 600 pL, completandose el volumen final con solucién de PBS. La velocidad de
consumo de oxigeno se registrd en un electrodo de Clark 5331 (Yellow Springs

Instruments), acoplado a un sistema de registro anélogo. Los resultados se expresan
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como promedios de medidas normalizadas a las células sin tratamiento adenoviral y sin

estimulos, con sus respectivos errores estandar con respecto al control.

4.8 DETERMINACION DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO (ROS)

Para este experimento se utilizaron las placas de cultivo de 12 pocillos a una
concentracion de 3 x 10° células/pocillo. La sonda utilizada para medir ROS es la 123
dihidrorrodamina (DHR), la cual se carga 30 min antes de la medicion. El proceso de
soltar las células por tripsinizacién y posterior detencion es el mismo descrito para la
medicién de potencial mitocondrial. Posteriormente, las células se traspasaron a tubos
BD para citdmetro y fueron leidas en un citémetro de flujo (FACS SCAN). Los resultados
son expresados como promedios de medidas normalizadas a las células sin tratamiento

adenoviral y sin estimulos, con sus respectivos errores estandar con respecto al control.

4.9 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Para este experimento se utilizaron las placas de cultivo de 12 pocillos a una
concentracién de 3 x 10° células/pocillo. Se transdujeron las células 24 h post-siembra a
distintas multiplicidades de transduccién con el AsMin2 y el control con adenovirus vacio.
Luego, se realiza el proceso de soltar las células por tripsinizacién y posterior detencion
con FBS, el cual es el mismo que fue descrito para la medicion de potencial mitocondrial.
Posteriormente, las células se traspasaron a tubos BD para citémetro, en los cuales se
afiadic 10 L de Yoduro de Propidio, Pl (i mg/mL), sonda utilizada para determinar la

viabilidad celular porque permite discriminar el proceso necrético del apopidtico, ya gue
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este compuesto se intercala en el DNA de células que han perdido la integridad de sus
membranas, e inmediatamente leidas en un citometro de flujo (FACS SCAN). Los
resultados son expresados como promedios de medidas normalizadas a las células sin
tratamiento adenoviral y sin estimulos, con sus respectivos errores estandar con respecto

al confrol.

4.10 ANALISIS ESTADISTICO

Los resuitados se muestran como promedios * SEM de, al menos, ires
experimentos independientes. Los datos se analizaron por ANOVA y la prueba de
Bonferroni para determinar significancia estadistica de los resultados, considerandose

como significativo un p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 EFECTO DEL ASMFN2 EN LA MoRFOLOGIA MITOCONDRIAL EN CARDIOMIOCITOS

NEONATOS

La proteina Mitofusina (Mfn) es parte de la maquinaria de fusion de la red
mitocondrial. Existen 2 tipos descritos, Mfni y Min2, siendo esta Ultima expresada de
forma diferencial en las células cardiacas [Fang y col, 2007]. En trabajos anteriores, se ha
descrito que una disminucién de Mfn2 provoca una reduccion en la fusién mitocondrial,
provocando una fragmentacion en la red mitocondrial [Benard y col, 2007, Parra, 2006;
Parra y col, 2008]. En una publicacion y trabajos previos de nuestro laboratorio, se
transdujeron cardiomiocitos de rata neonata con un adenovirus antisentido para Mfn2
(AsMin2) y se cuantificaron sus niveles de expresién de Mfn2, observandose una
disminucion del 75% para esta proteina (Figura 6A) [Parra, 2006; Parra y col, 2008]. Una
vez probada la eficiencia del AsMin2, se visualizé la morfologia de Ia red mitocondrial
mediante microscopla confocal, donde se observé un aumento en la fragmentacion de la
red de mitocondrias, tal como ha sido descrito en otros tipos celulares, donde el aumento
en el nimero de organelos genera que estos sean de menor tamario (Figura 6B) [Benard
y col, 2007]. Se ha descrito que células en proceso de muerte celular por via mitocondrial
observadas por microscopia también presentan fragmentacién en la red mitocondrial
[Benard y col, 2007, Parra y col, 2008; Sheny col, 2007). Para evaluar si la fragmentacion
producida por AsMfn2 estd relacionada con este tipo de muerte celular, se evalud la
viabilidad en cardiomiocitos neonatos a través de Citometria de flujo, con distintas

multiplicidad de transduccién (MOI), donde se observd que no existe relacién entre la
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fragmentacién mediada por AsMfn2 con la fragmentacion implicada en la muerte celular

(Figura 7).
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Figura 6. Efecto de AsMfn2 en la fragmentacion mitocondrial en cardiomiocitos neonatos.

(A} Se extrajo la fraccion mitocondrial, y determiné los niveles de las proteinas: Min2 (122 kDa) y
mt-Hsp70 (75 kDa), mediante Western Biot (Panel Superior). El panel inferior muestra la
cuantificacion por analisis densitométrico. Los resultados corresponden a valores promedio + SEM
(N = 4), *p<0.05 vs vacio. (B) Andlisis de la dinamica mitocondrial. Las células fueron
transducidas con AsMin2 (MOI=1000, barra blanca) o con adenovirus vacio (barra negra). Las
imagenes fueron utilizadas para evaluar el porcentaje de células con fragmentacién mitocondrial o
el volumen mitocondrial individual. La escala corresponde a 10 pm. Los resultados corresponden a
valores promedio + SEM (N = 3), ***p<0.05 vs vacio. Tomado de Parra y cols (2008).
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Figura 7. Viabilidad Celular en células tratadas con AsMin2.

Determinacién de la viabilidad celular mediante Gitometria de flujo y yoduro de propidio (Pl) en
cardiomiocitos neonatos tratados con AsMfn2 (barra blanca) y adeno Vacio (barra negra) a las
24 h post transduccion. Los resultados corresponden a valores promedio + SEM (N = 3).
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5.2 EFECTO DEL ASMFN2 EN EL METABOLISMO MITOCONDRIAL EN CARDIOMIOCITOS

NEONATOS

Conocido el efecto en la morfologia del AsMfn2 y que éste no presenta relacion
con la muerte celular temprana, nos interesé determinar el estado metabdlico de los
cardiomiocitos neonatos que fueron transducidos con este adenovirus. Para ello nos
centramos en la medicién de los niveles de ATP, el potencial de membrana mitocondrial
{(¥mt), el consumo de oxigeno y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Como se ha mencionado, la mitocondria constituye la principal fuente de produccién de
ATP intracelular, el cual es generado por la ATP sinfasa que utiliza el gradiente de
protones generado por la cadena transportadora de electrones. En su conjunto, esta
cadena respiratoria puede actuar como un sensor de oxigeno y de la produccién de ROS,
de acuerdo a la disponibilidad de oxigeno molecular {O) presente en el sistema, siendo
el complejo IV de la cadena, el responsable de acoplar la reduccion del O, a fa oxidacion
de la citocromo oxidasa, en condiciones normales. Cuando se inhibe parcialmente la
cadena transportadora (hipoxia) se producen cambios redox en los transportadores del
complejo 1l de la cadena (ubiguinona, ubiquinol y ubisemiquinona) lo que se traduce en
un alza en la produccién de ROS, los cuales son liberados al citoplasma (Figura 8). A la
luz de todos estos antecedentes, se analizaron estos parametros (contenido de ATP
intracelular, potencial de membrana mitocondrial, consumo de oxigeno y produccion de
ROS) para medir el estado metabdlico celular sin perturbar la integridad celular, debido a
que estos parametros dan indicios del funcionamiento de la cadena respiratoria en

general.
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Figura 8. Relacién entre el consumo de oxigenoy ROS con los complejos de la cadena
respiratoria.

El tratamiento de los cardiomiocitos neonatos con el AsMin2 a una multiplicidad
de infeccion (MOI) de 1.000 particulas virales por célula y cuyo tratamienio se realiz6 24
h post-transduccion, muestra una disminucién del 60% del potencial de membrana
mitocondrial (Figura 9). La Mfn2 es ia proteina responsable de 1a fusién de membranas
mitocondriales externas, mientras que el potencial de membrana es generado en la
membrana mitocondrial interna. Una disminucién de un 75% en los niveles nativos de la
Mfn2, mediado por un adenovirus antisentido, provoca una fragmentacién de la red
mitocondrial debido a la pérdida celular en la capacidad de fusionar las membranas
externas de la mitocondria, lo que repercutird en una fragmentacion de ella y en la
reparticién en forma equitativa de esta membrana en organelos mas pequefios,
provocando a su vez, una disminucion en la superficie disponible para generar el

potencial mitocondrial en la membrana interna y disminuyendo obligatoriamente el flujo
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electrénico en la cadena respiratoria. Esta gradiente de protones disminuida deberia
verse acompanada de una disminucion de la generacién de ATP por via mitocondrial.
Efectivamente, al evaluar la concentracién intracelular de ATP se observé una
disminucién del 30% {Figura 10), lo que da cuenta de la alta capacidad glicolitica, la ofra
via de produccion ATP intracelular, de los cardiomiocitos neonatos. Esta disminucién del
flujo de electrones en la cadena fransportadora de electrones, queda gvidenciado por la
disminucién del consumo de oxigeno de un 50% (Figura 11) y la disminucién de
generacién de ROS en un 60% (Figura 12). En el consumo de oxigeno y ia generacion de
ROS participan los complejos /1y IV de la cadena transportadora, indicando una falla en
el transporte elecirénico previo a esios complejos. Tanto en el complejo | como en el
complejo I, actiia la proteina Q la cual se desplaza por la membrana mitocondrial. Estos
resultados confirman que ia disminucién de la capacidad de fusién de la membrana
mitocondrial externa, afecta directamente al funcionamiento de la membrana mitocondrial

interna, donde apreciamos una caida de todos los parametros (ATP, ¥mt, Op y ROS).
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Efecto del AsMin2 en el Potencial Mitocondrial
200 —| HSin Infeccidn

B? B AsVacio
k=
g OAsMfn2
w0
& 140 -
=
g3
-}
¢
(=]
=¥

80 -

sk
20 -

Figura 9. Efecto de AsMfn2 en el potencial de membrana mitocondrial.

Determinacién del potencial de membrana mitocondrial mediante Citometria de flujo y TMRM en
cardiomiocitos neonatos tratados con AsMin2 y Adeno Vacio a las 24 h post-transduccion. Los
resultados corresponden a valores promedio + SEM (N = 4}, *** p<0.001 vs control.

28




Efecto del AsMfn2 sobre el ATPi
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Figura 10. Efecto de AsMin2 en el contenido de ATP intracelular.

Determinacién de la concentracion intracelular de ATP mediante ensayo de luminiscencia en
cardiomiocitos neonatos tratados con AsMin2 y Adeno Vacio a las 24 h post-transduccion. Los
resultados corresponden a valores promedio + SEM (N =7), p<0.05 v/s control.
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Efecto del AsMfn2 en el Consumo de Oxigeno
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Figura 11. Efecto de AsMin2 en el consumo de oxigeno.

Determinacién de la velacidad relativa de consumo de oxigeno mediante Oxigrafia de Clark en
cardiomiocitos neonatos tratados con AsMin2 y Adeno Vacio a las 24 h post-transduccion. Los
resultados corresponden a valores promedio + SEM (N = 3), *p<0.05 v/s control, ** p<0.01 vs
controi y ¥ p<0.01 vs vacio.
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Efecto del AsMfin2 en la generacion de ROS
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Figura 12. Efecto de AsMin2 en la generacion de ROS.

Determinacién de la produccién relativa de especies reactivas de! oxigeno (ROS) mediante
Citometria de flujo y DHR en cardiomiocitos neonatos tratados con AsMfn2 y Adeno Vacio a las 24
h post-transduccién. Los resultados corresponden a valores promedio £ SEM {N =3}, # p<0.05 v/s
vacio y ** p<0.01 v/s control.
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El mismo ftratamiento adenoviral, realizado 24 h post-transduccién podria
enmascarar posibles cambios metabdlicos provocados por ofros estimulos a probar en
cardiomiocitos neonatos, ya que a este tiempo de tratamiento se podrfan evidenciar
cambios irreversibles en la capacidad metabdlica de la célula. Esta interrogante nos
moiivé a medir a distintos tiempos de fransduccidn, los parametros més sensibles:
contenido de ATP y potencial de membrana. En el caso del contenido de ATP
intracelular, la disminucién de este parametro es completamente dependiente del tiempo
(Figura 13), es decir, a mayor tiempo de transduccion, mayor es la caida en el conienido
de ATP intracelular. A partir de las 12 h post-transduccion existe una diferencia
significativa del efecto del AsMin2, frente a su control de transduccion el adenovirus
vacio. En el caso del potencial de membrana mitocondrial, la relacion que existe entre su
disminucion y el tiempo de transduccion no es directa (Figura 14). Se observa que se
produce un plateau en la caida entre las 3 y las 12 h post-transduccién, probablemente
debido a que la célula destina ATP exdgeno a la mitocondria o la accién de la enzima
Adenilato Quinasa, la cual se encuentra en el espacio intermembrana de la mitocondria, ¥
sintetiza 1 moiécula de ATP por cada 2 moléculas de ADP. Este gasto de ATP pretende
un restablecimiento del gradiente proténico de membrana, como probable mecanismo de
supervivencia. La disminucién en el potencial es evidente stlo a las 24 h post-
transduccién, resultado que valida el protocolo seguido en nuestros experimentos
anter}ores.

Debido al tiempo que consume la técnica, ademas de la gran cantidad de células
necesarias para la determinacién del consumo de oxigeno y la medicién de generacion
de ROS, no se realizaron las cinéticas de transduccion para estos parametros, pero se
podrfa esperar un comportamiento similar al mostrado por la disminucion de ATP a

distintos tiempos de transduccion.
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Figura 13. Contenido de ATP intracelular a distintos tiempos de transduccion con AsMfn2.

Determinacién de la concentracidn intracelular de ATP mediante ensayo de luminiscencia en
cardiomiocitos neonatos tratados con AsMin2 y Adeno Vacio a las 3, 6, 12 y 24 h post-
transduccién. Los resultados corresponden a valores promedio SEM (N = 8), *p<0.05 vs vacio,
**n<0.01 y ***p<0.001 vs control.
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Figura 14. Potencial Mitocondrial a distintos tiempos de transduccion con AsMin2.

Determinacién del potencial de membrana mitocondrial mediante Citometria de flujo y TMRM en
cardiomiocitos neonatos tratados con AsMin2 y Adeno Vacio a las a las 3, 6, 12 y 24 h post-
transduccién. Los resultados corresponden a valores promedio + SEM (N = 3), *p<0.05 vs control ¥
#5<0.01 vs vacio.
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5.3 EFECTO DE C,-CERAMIDA EN LA MorroLOGIA MITOCONDRIAL EN CARDIOMIOCITOS

NEONATOS

Las ceramidas son glucolipidos sintetizados en el reticulo endoplasmatico y en las
mitocondrias, las cuales se ubican principalmente en la cara intracelular de la membrana
plasmatica [Holland y Summers, 2008). Las ceramidas pueden ser liberadas por diversos
factores externos a ftravés de receptores de membrana y directamente por
glucocorticoides [Holland y Summers, 2008]. Las vias de las proteinas Fas y TNF
también pueden desencadenar la liberacion de las ceramidas. Estas proteinas estan
relacionadas con la via intrinseca de la apoptosis. Una vez liberadas, las ceramidas
provocan cambios iénicos en la matriz mitocondrial y en el cifoplasma, lo cual produce
una disminucién en e! potencial de membrana mitocondrial, junto con un aumento de
ROS y un aumento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna que facilita
la liberacién del citocromo ¢ desde este organelo y dei factor inductor de la apoptosis
(AIF), se produce la activacién de las caspasas 8 ¥ 10, las cuales activan a las caspasas
efectoras 3 y 9, lo que conduce finalmente a la activacion final de la via intrinseca de la
apoptosis [Holland y Summers, 2008; Siskind y col, 2008]. Por otro lado, las ceramidas
intracelulares, fuertemente asociadas a membranas, son altamente hidréfobas, por lo que
utilizamos un analogo estructural de cadena corta permeable a la membrana, la G-
ceramida, y su compuesto biolégicamente inactivo, la DH-C,-ceramida. La iniciacion de la
apoptosis por parte de la C,-ceramida ocurre a partir de Ias 6 h de su aplicacion [Siskind y
col, 2008; Parra, 2006], por lo tanto, a tiempos de tratamiento menores a éste, estariamos

monitoreando los cambios celulares previos a la muerte celular. Mediante la visualizacion
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por microscopia confocal, se puede apreciar en la figura 15, que las células tratadas con

Cp-ceramida presentan fragmentacion en la red mitocondrial.
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Figura 15. Efecto de C,-ceramida en la fragmentacién mitocondrial a través del tiempo en
cardiomiocitos neonatos.

(A} Células Incubadas con C-ceramida (40 uM) a los tiempos indicados o con DH- Cp-ceramida
(40 pM por 6 h) y marcadas con la sonda mitotracker green. Las reconstituciones de las imagenes
fueron obtenidas por microscopia confocal para mostrar la morfologia mitocondrial. La escala
corresponde a 10 pm. (B) El porcentaje de células con mitocondrias fragmentadas, (G) El volumen
de mitocondrias individuales, y {D) El nimero de mitocondria por célula fueron determinadas en
células incubadas sin {barra blanca) o con Cp-ceramida (barra gris: 20 uM por 6 h; barra gris
oscuro: 30 pM por 6 h; barra negra: 40 uM por 2-6 h) o DH- Cp-ceramida (barra negra: 40 uM por &
h). Los resultados corresponden a valores promedio + SEM (N = 4), *p<0.05, **p<0.01 y
**p<0.001 vs control. Tomado de Parra y cols (2008).
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5.4 EFECTO DE C»-CERAMIDA EN EL METABOLISMO MITOCONDRIAL EN CARDIOMIOCITOS

NECNATOS

Conocido el efecto de las ceramidas en la esfructura mitocondrial, tanto en la
permeabilizacion de la membrana interna, liberando proteinas constituyentes de ella
como el citocromo c, parte del complejo IV de la cadena transportadora, responsable del
consumo de oxigeno, razén por la cual esperariamos que disminuyera. Esta medicién no
se realizé debido a la cantidad de células y el tiempo que demanda la técnica. Nos
parece poco efectivo realizar la medicién de ROS, debido a que la liberacién de las
ceramidas por la via intrinseca de la apoptosis produce ROS exégeno a la mitocondria, y
no los podemos diferenciar del ROS producido en este organelo. Por lo tanto, los Unicos
pardmetros que monitoreamos son el contenido de ATP intracelular y el potencial de
membrana mitocondrial. En el caso de! contenido de ATP intracelular, observamos un
aumento de un 20% a partir de las 2 h de tratamiento con C.-ceramida, produciéndose un
plateau entorno al 25% de aumento a partir de las 4 h de tratamiento (Figura 16). Este
aumento en la produccién de ATP, es esperable ya que la activacion de las diversas
caspasas inicladoras y efectoras, y otras proteinas que participan en el proceso de
apoptosis son dependientes de ATP, por lo que su sintesis previa es esencial para llevar
a cabo el proceso. En el caso, del potencial de membrana mitocondrial, se observa una
disminucion a las 4 h de incubacién con Cp-ceramida, caida que es recuperada a las 6 h
de tratamiento (Figura 17), esta recuperacién en el potencial de membrana podria ser
explicada porque la célula destina parte del ATP disponible, a restablecer el potencial de

membrana. Posterior a las 6 h de incubacién con Cp-ceramida, esperariamos que
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disminuyera definitivamente el potencial, tal como se ha descrito, para células en el

proceso de apoptosis.

5.5 EFECTO CONJUNTO DE ASMFN2 CON C>-CERAMIDA EN EL METABOLISMO MITOCONDRIAL

EN CARDIOMIOCITOS NEONATOS

Al igual que en el estudio del efecto de la C,-ceramida, los Unicos parametros
metabélicos que monitoreados fueron el contenido de ATP intracelular y el potencial de
membrana mitocondrial. En el caso del contenido de ATP, se puede apreciar que el
efecto del AsMfn2 es mas notorio que el de Co-ceramida como lo muestra la Figura 18, e!
nivel de ATP baja de forma significativa debido a la accion de AsMin2, pero se aprecia
una tendencia a que este nivel de ATP comience a aumentar, debido a ia accién de la Cs-
ceramida en el tiempo, indicando los preparativos previos a la apoptosis. Por lo tanto, a
tiempos tempranos el efecto de AsMin2 es mas noterio pero a medida que transcurre el
tiempo, C,-ceramida comienza a ejercer su accion. En el caso del potencial de
membrana, se puede apreciar en la Figura 19, que el efecto del AsMin2 enmascara
totalmente el efecto de C,-ceramida. Por lo tanto, se puede inferir que el tratamiento con
el AsMin2 disminuye en forma significativa el flujo de elecirones la cadena respiratotia de

forma permanente.
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Efecto de C2 sobre ATPi
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Figura 16. Efecto de C-ceramida en el contenido de ATP intracelular.

Determinacién de la concentracién intracelular de ATP mediante ensayo de luminiscencia en
cardiomiocitos neonatos tratados con Co-ceramida y su andlogo inactivo DH-Cs-ceramida. Los
resultados cotresponden a valores promedio SEM (N = 7), *p<0.05 v/s control.
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Efecto de C2 sobre el Potencial Mitocondrial
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Figura 17. Efecto de C,-ceramida en el potencial de membrana mitocondrial.

Determinacién del potencial de membrana mitocondrial mediante Citometria de flujo y TMRM en
cardiomiocitos neonatos tratados con Cp-ceramida y su andlogo inactivo DH-C,-ceramida. Los
resultados corresponden a valores promedio = SEM (N = 4), *p<0.05 v/s control.
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Figura 18. Efecto de conjunto de AsMfn2 y C,-ceramida en el contenido de ATP intracelular.

Determinacion de la concentracidn intracelular de ATP mediante ensayo de [uminiscencia en
cardiomiocitos neonatos estimulados con Cp-ceramida y su analogo inactivo DH-C;-ceramida,
luego del tratamiento con AsMfn2 y Adeno Vacio a las 24 h post transduccién. Los resultados
corresponden a valores promedio + SEM (N = 7), *p<0.05 v/s control, * p<0.05 y #p<0.01 vis
vacio.
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Efecto de C2 sobre el Potencial Mitocondrial
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Figura 19. Efecto de conjunto de AsMin2 y C.-ceramida en el potencial mitocondrial.

Determinacién del potencial de membrana mitocondrial mediante Citometria de flujo y TMRM en
cardiomiocitos neonatos estimulados con Cp-ceramida y su andlogo inactivo DH-Cy-ceramida,

luego del tratamiento con AsMin2
corresponden a valores promedio

y Adeno Vacio a las 24 h post transduccién. Los resultados
SEM (N = 4), ***p<0.001 v/s control y *p<0.05 v/s vacio.

42




6. DiscusiON

La mayoria de los estudios en los cuales se investiga la dindmica mitocondrial,
que involucran procesos balanceados y reversibles de fision y fusién, lo hacen desde una
perspectiva morfolégica del organelo o desde una aproximacién molecular, haciendo una
caracterizacién de las proteinas que intervienen en dicha morfologia. Muy pocos trabajos
se han centrado en la implicancia que podrian tener estos eventos dindmicos, en la
bioenergética celular [Benard y col, 2007; Pich y col, 2005]. Teniendo en cuenta que las
mitocondrias son la principal fuente de energia intracelular [Marin-Garcia y Goldenthal,
2002], surge la necesidad de conocer el papel que cumple la dinamica mitocondrial en el
funcionamiento bioenergético de diferentes tipos celulares, principalmente en aquellos
que poseen un gran numero de estos organelos, como lo son los cardiomiocitos y células
musculares, siendo los primeros el tipo celular mas importante para el funcionamiento del

érgano que constituye el “motor” de la vida, el corazon [Parra, 2006).

Los procesos de fusién y fisién mitocondrial no se habian considerado en estudios
metabélicos clésicos, debido a la falta del equipamiento necesario para su visualizacién y
el modo en que dichos estudios han sido realizados [Medina, 2008]. Estos Gltimos, se han
centrado principalmente en la medicion de las actlividades enzimaticas y en el
seguimiento del funcionamiento de los componentes de la cadena respiratoria in vitro o
de una forma que no conserva la integridad intracelular [Berg y col, 2002; Alberts y col,

2004].
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El objetivo principal de la presente investigacion fue estudiar el metabolismo
celular en condiciones no invasivas para la arquitectura intracelular, manteniendo
principaimente, la integridad del organelo mitocondrial y tratando de reproducir de forma

nativa el ambiente fisiolagico de la célula cardiaca.

Como se ha mencionado anteriormente, los pardmetros metabdlicos en los cuales
se centrd esta tesis, son aquellos en que la mitocondria tiene un papel protagénico al
nivel del metabolismo celular, siendo éstos el contenido del ATP intracelular, el potencial

de membrana mitocondrial, el consumo de oxigeno y la produccion de ROS.

La metodologia experimental utilizada consistié basicamente en la intervencion de
la dinamica mitocondrial induciendo la fisién mitocondrial mediante dos estimulos, el uso
de un adenovirus antisentido para la proteina Min2 y el uso de C,-ceramida. A pesar de
que las acciones de estos tratamientos no se encuentran relacionados directamente,
ambos inducen un claro efecto sobre la fision de la red mitocondrial, lo cual fue
comprobado mediante el uso de microscopia confocal. Una vez fisionada la red, se
realizaron los ensayos que dieran cuenta del estado metabolico de la célula mediante ia

medicién de los parametros ya mencionados.

El principal hallazgo de este trabajo fue el efecto diferencial sobre el metabolismo
del cardiomiocito de dos estimulos que inducen fision de la red mitocondrial. Un estimulo,
el AsMin2, fragmenta la red organelar de forma irreversible, haciendo que disminuyan
todos los niveles metabélicos monitoreados pero sin afectar la viabilidad celular, mientras
que el segundo estimulo, la C.-ceramida, fragmenta la red previo a un proceso de muerte

celular y haciendo que aumente la produccion energeética de ATP. Esta ultima seria
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necesaria para la activacién de proteinas implicadas en el proceso de muerte celular
programada tipo | o apoptosis [Narula y col, 1999; Siskind y col, 2008, Siskind y col,
2006]. Se ha descrito que Ci-ceramida formarfa poros estables en la membrana
mitocondrial externa, lo que permite especular un probable posterior desacoplamiento de
la cadena respiratoria debido a la liberacién de las proteinas constitfuyentes de algunos
de los complejos de la cadena respiratoria al citoplasma [Gazaryan y Brown, 2007;
Siskind y col, 2008, Siskind y col, 2006]. Todos estos andlisis se realizaron utilizando
técnicas que dan cuenta del estado metabdlico intracelular y que conservan la

arquitectura celular.

6.1 EFECTO DE ASMFN2 EN EL METABOLISMO CELULAR

En los resultados obtenidos encontramos que el AsMin2 produce una disminucion
del flujo de electrones en la cadena respiratoria, ya que produce una disminucién de los
parametros monitoreados. Adicionalmente se observé una dependencia lineal en la caida
del contenido de ATP infracelular con el tiempo de exposicion de las células al AsMfn2, 1o
cual indica que la ausencia de esta protefna causa una sensible pérdida de la capacidad
de produccién energética celular. En cuanto al potencial de membrana mitocondrial, se
observd que ocurre una conservacion del potencial de membrana a tiempos tempranos,
ocurriendo dicha disminucion a partir de las 24 h. Esta conservacion del potencial
mitocondrial a tiempos tempranos puede ser entendido desde un punto de vista de
sobrevida celular, ya que la gradiente proténica que genera el potencial de membrana
interna mitocondrial, constituye la mayor fuente de la principal molécula energética

utilizada por la célula, el ATP [Alberts y col, 2004], por lo tanto, la célula destina parte del
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alicaido stock de esta molécula, a la mantencién del diferencial proténico de membrana, y
asi mantener la produccién de ATP, acorde al requerimiento intracelular. Esta caida es
irreversible, llegando a un valor critico, ya que células con idéntico tratamiento y que
posteriormente son estimuladas con C.-ceramida, estimulo que también causa una caida
transiente en el potencial mitocondrial, no muestran un efecto aditivo en la disminucion de
este parametro. Por otro lado, el consumo de oxigeno y la produccion de ROS, también
se ven afectados, indicando que los complejos que son alterados por la disminucién de la
proteina Min2, son los complejos | y Il de la cadena transportadora de electrones, los
cuales son altamente dependientes de la morfologia de la membrana interna {Rodriguez-
Hernandez y col, 2009]. Esto es, una alteracién en la capacidad de fusion de la
membrana externa, obliga a un remodelado morfoldgica de la membrana interna, hecho
que afecta los parametros anteriormente mencionados. Estos resultados son
concordantes con lo descrito en la literatura, sobre la represién de Min2 inhibe los
complejos 1, II, lil y V de la cadena transportadora de electrones en células musculares
[Pich y col, 2005}, por lo que el potencial de membrana disminuirfa por la falta de fuerza
redox en los complejos | y II, disminuirfa el consumo de oxigeno y la generacion de ROS
por la inhibicion del complejo Ili, disminuiria el contenido de ATP intracelular por la

inhibicidén del complejo V.
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Figura 20. Esquema de acclén de AsMin2 en el metabalismo.

6.2 EFECTO DE C,~-CERAMIDA EN EL METABOLISMO CELULAR

En el caso de la C-ceramida, su forma de accion es sustancialmente diferente,
pero el efecto morfolégico de fondo, la fragmentacién de la red mitocondrial, es similar.
Observande el efecto de la Cyceramida en el potencial, observamos un efecto
conservativo del potencial que incluye una disminucién transitoria y reversible alas 4 h, el
cual posteriormente se recupera a las 6 h, debido al gasto de ATP para recuperar el
potencial de membrana. Esta mantencion en un rango normal del potencial mitocondrial,
explicaria la alta capacidad productiva de ATP, que serd utilizado posteriormente para

activar proteinas efectoras de la muerte celular por via mitocondrial, parametro que se ve
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incrementado por este estimulo. Como hemos mencionado en este trabajo, las células
tratadas con C,-ceramida en los tiempos evaluados, muestran un proceso de preparacion
metabdlica previo a un proceso de muerte celular mediada por la via mitocondrial. El
consumo de oxigeno, si bien es clerto no fue medido con este estimulo, esperariamos
gue se mantuvieran a tiempos tempranos debido a la incrementada produccién de ROS
en toda la célula, para disminuir posteriormente a tiempos tardios, debido a la liberacién
de algunas de las proteinas constituyentes de la cadena respiratoria por los poros
generados por Cp-ceramida. En cuanio a la produccion de ROS, el componente
mitocondrial no seria claro, ya que la accién de la Co-ceramida induce la produccién de
ROS citosélico, el cual puede inducir la via mitocondrial de muerte celular por la
activacion de JNK dependiente de ROS. [Chen y col, 2009; Holland y Summers, 2008;

Siskind y col, 2008].

En el modo de accién de Co-ceramida implica una mantencién del potencial
mitocondrial a iempos tempranos, una mantencién del consumo de oxigeno, y un alza en
la produccién de ATP y ROS. Por lo tanto, estimularia el metabolismo a tiempos
tempranos, llevando el sistema metabélico a la saturacion vy, posterior catastrofe por la
formacién del poro en la membrana externa, dando inicio a la muerte celular por

liberacién de proteinas mitocondriales.

Si bien es cierto estos resultados de modificacion de los parametros metabdlicos
de forma individual, pueden ser justificados por antecedentes bibliograficos, podemos
sefalar que aqui se describe por primera vez que distintos y no relacionados cambios en
el metabolismo como lo son la inhibicién del flujo electrénico irreversible por el AsMin2, y

la induccion de apoptosis por la Cy-ceramida convergen en una morfologia mitocondrial
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comun, la fisién mitocondrial. Las técnicas utilizadas en esta tesis abren la posibilidad de
caracterizar el metabolismo celular en un sin ndmero de condiciones, permitiendo
conocer a cabalidad la implicancla metaboélica de la dinamica mitocondrial. También
resulta interesante la situacién inversa, en que si la fusion podria aumentar estos
pardmetros metabdlicos, analizar la posibilidad de que ocurra un ‘rescate” en el
metabolismo de células que tengan su red mitocondrial fragmentada, en otras palabras,
ver la posibilidad de que la fusién mejore el funcionamiento de una cadena con flujo de
electrones deficiente. Para este objetivo, es posible, la transduccion con un adenovirus
que disminuya los niveles de una proteina que forme parte de la maguinaria de fisién
mitocondrial (como un dominante negativo de Drp1), y medir los parametros metabdlicos
durante este proceso, lo cual permitiria caracterizar la implicancia de la fusi6n
mitocondrial en el metabolismo. También resultarfa interesante la utilizacion de
inhibidores quimicos especificos para cada complejo de la cadena respiratoria blanco de
nuesiras mediciones, como oligomicina (inhibidor de la ATP sintasa) y mixotiazol
(inhibidor def complejo 11l implicado en el consumo de oxigeno y la produccién de ROS),
con el fin de identificar el aporte de las fuentes celulares de produccion ATP, consumo de
oxigeno y produccién de ROS, exégenos a la mitocondria para evaluar la importancia de

este organelo en las mediciones obtenidas.

Una interesante aplicacién a este conocimiento de la implicancia metabdlica de la
dindmica mitocondrial viene dado por estudios recientes, en que se ha desctito una
importante reduccién en proteinas implicadas en la fusién mitocondrial (Min2 y PARL) en
estados de resistencia a insulina [Bach y col, 2003]. También, existe evidencia que una
disminucion de fusién mitocondrial seria un factor etiolégico importante en el desarrollo

de obesidad, resistencia a insulina, diabetes mellitus tipo-2 y enfermedades asociadas al

49




envejecimiento. Esta disminucion en la fusién mitocondrial, afectaria la capacidad
metabdlica de la célula. Por lo fanto, el estudio de la modulacién de la morfologia
mitocondrial por insulina en e! corazdn, es un interesante blanco de estudio, con las

herramientas aqui propuestas.
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7. CONCLUSIONES

La disminucion de los niveles de 1a protefna de la fusién mitocondrial Min2, mediada
por un adenovirus antisentido especifico produce:

1) Fragmentacién de la red mitocondrial.

2) Inhibicién del flujo electrénico irreversible entre los complejos de la cadena

respiratoria.

3) Disminucién del contenido de ATP intracelular en un 30%.

4) Disminucién del potencial de membrana interna mitocondrial en un 60%.

5) Disminucién del consumo de oxigeno en un 50%.

6) Disminuci6n de la produccion de ROS en un 60%.

Por otro lado, y a diferencia del AsMin2, C,-ceramida a una concentracién de 40 M

produce:

1) Fragmentacion de la red mitocondrial.
2) Una conservacion del potencial de membrana a tiempos tempranos, disminuyendo
posteriormente una vez iniciada el proceso apoptético.

3) Un aumento en la produccién de ATP en un 25% a tiempos tempranos.
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