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RESUMEN

La insuficiencia cardiaca (IC) es una enfermedad caracterizada por
alteraciones del metabolismo energético y la actividad mitocondrial del corazon,
acompafada de una disminucién del contenido cardiaco de ATP y alteraciones
en los niveles de lipidos plasmaticos, evidenciado por un aumento de la
concentracion de palmitato, entre otros. Trimetazidina (TMZ) es un farmaco con
eficacia antianginosa demostrada que actua inhibiendo la B-oxidacion (Box) de
acidos grasos. Evidencias previas de la literatura sugieren que TMZ es util en
pacientes con IC. Paralelamente, ha sido ampliamente descrito que palmitato
ejerce efectos toxicos a nivel celular en distintos modelos, incluyendo los
cardiomiocitos, por mecanismos poco comprendidos actualmente. En vista de
lo anterior, el objetivo de este trabajo consisti6 en evaluar los efectos de
palmitato y TMZ sobre la morfologia y funcion mitocondrial de los
cardiomiocitos. De manera complementaria se estudid, ademas, el posible

efecto protector de TMZ frente a la toxicidad por sobrecarga de palmitato.

Para este fin, cardiomiocitos se aislaron de corazones de ratas
neonatas, los cuales que se trataron con palmitato (2 y 25 nM libre entre 0 y
24h) y/lo TMZ (0,1-100 uM por 24 h). Para evaluar los cambios morfolégicos,
las células se tifieron con la sonda MitoTracker Green-FM y se visualizaron en
un microscopio confocal. Para evaluar la funcidon mitocondrial, se determinaron

algunos parametros metabdlicos, entre los que se incluy6 el consumo celular
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de oxigeno, mediante oxigrafia de Clark, los niveles intracelulares de ATP,
mediante un kit comercial (CellTiter-Glo) y el potencial de membrana
mitocondrial mediante citometria de flujo usando la sonda tetrametil rodamina
metil éster. Ademas se evalud la acumulacion intracelular de lipidos con la
sonda LipidTOX mediante microscopia de fluorescencia y la produccion de

ceramidas por medio de inmunofluorescencia indirecta.

Los resultados mostraron que palmitato causé fision mitocondrial,
evidenciada como un aumento del 81% numero de mitocondrias por célula
(p<0,05, n=5) y una disminucion del 51% del volumen mitocondrial promedio
(p<0,01, n=5). Palmitato, ademas, caus6 una disminucién del 18% en el
consumo basal de oxigeno (p<0,05, n=3) y de un 16% en la produccion
intracelular de ATP (p<0,05, n=6). Paralelamente, TMZ produjo los efectos
contrarios, es decir fusion mitocondrial evidenciada por una disminucion del
44% en el numero de mitocondrias (p<0,05, n=5) y un aumento en el 40% de
su volumen promedio (p<0,05, n=5). Ademas, TMZ increment6é en un 15% el
potencial mitocondrial (p<0,01, n=5), en un 18% el consumo basal de oxigeno
(p<0,01, n=3) y el ATP intracelular en un 15% (p<0,01, n=6). De manera
interesante, la preincubacion con TMZ protegié a los cardiomiocitos de la fision
dependiente de palmitato. Respecto a los resultados de metabolismo,
observamos la misma tendencia: palmitato disminuy6 todos los parametros
metabdlicos, mientras que TMZ los aument6 y la preincubacion con TMZ

protegid frente a los efectos de palmitato. De manera interesante, la
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preincubacion con TMZ incrementd la acumulacion de lipidos neutros al interior
de las células evidenciada como un aumento 4,3 veces (p<0,05, n=6) en el
numero de gotas de lipido por célula de 4,7 veces el area total de lipidos
(p<0,05, n=6). Ambos parametros aumentaron mas en presencia de palmitato y
TMZ. Por otro lado, TMZ fue capaz de bloquear el aumento del 70% (p<0,01,

n=5) en la produccion intracelular de ceramidas inducida por palmitato.

Del presente trabajo se concluye que palmitato indujo fision y disfuncion
mitocondrial, mientras que TMZ sola causa fusién mitocondrial y potenciacion
metabodlica, mientras que el pre tratamiento con TMZ protegié a los
cardiomiocitos frente a la lipotoxicidad observada con palmitato. De estos
resultados se desprende que el efecto beneficioso de TMZ en el tratamiento de
IC podria depender de modificaciones de la funcidn mitocondrial relacionadas
al manejo de la sobrecarga celular de lipidos. Sin embargo, el mecanismo de

accion especifico requiere futuros estudios.
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SUMMARY

Heart failure (HF) is a disease characterized by several alterations in
cardiac metabolism and mitochondrial activity. This is accompanied by a
decrease in cardiac ATP content and alterations in the levels of plasma lipids,
evidenced by an increase in palmitate concentration, among others.
Trimetazidine (TMZ) is an antianginal drug that inhibits fatty acid B-oxidation.
Previous evidence suggests that TMZ could be helpful in the treatment of HF
patients. In parallel, it has been greatly described that palmitate can exert toxic
cellular effects in several models, including cardiomyocytes. However, the
mechanism is poorly understood. Taking these evidences, the aim of the
present study was to evaluate the effects of palmitate and TMZ on the
mitochondrial morphology and function in cardiomyocytes. Additionally, we also
evaluated the potential protective effect of TMZ on the toxicity induced by
palmitate overload.

In order to accomplish this, we isolated neonatal rat cardiomyocytes that
were treated with palmitate (2 and 25 nM free, 0-24h) and/or TMZ (0.1-100 pM,
24 h). To assess changes in mitochondrial morphology, the cells were treated
with MitoTracker Green FM and visualized under a confocal microscope. To
analyze the changes in mitochondrial function, we determined some metabolic
parameters including cellular oxygen consumption, by Clark oxygraphy, the
intracellular levels of ATP, by a commercial kit (CellTiter-Glo) and the

mitochondrial membrane potential by flow cytometry with the dye tetramethyl
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rhodamine methyl ester. Furthermore, the intracellular lipid accumulation was
evaluated by fluorescence microscopy with the dye LipidTOX and the
production of ceramides was evaluated by indirect immunofluorescence.

Among the most relevant findings, we described that palmitate induced a
significant mitochondrial fission evidenced by a 81% increase in the number of
mitochondria per cell (p<0.05, n=5) and a 51% decrease in mitochondrial mean
volume (p<0.01, n=5). Palmitate also induced a 18% decrease in the basal
oxygen consumption rate (p<0.05, n=3), together with a 16% decrease in the
intracellular ATP levels (p<0.05, n=6). On the other hand, TMZ had the opposite
effects; it induced mitochondrial fusion by decreasing the number of
mitochondria per cell (44%, p<0.05, n=5) and increasing their mean volume
(40%, p<0.05, n=5). Additionally, TMZ increased by 15% the mitochondrial
membrane potential (p<0.01, n=5), by 18% the basal oxygen consumption rate
(p<0.01, n=3), and by 15% the intracellular ATP levels (p<0.01, n=6). The
pretreatment with TMZ had a protective effect from the lipotoxic damage of
palmitate by preventing mitochondrial fission. Relative to the metabolic findings,
we report that palmitate induced a metabolic collapse evidenced by a decrease
in all the parameters assessed, while TMZ had the opposite effects (increased
metabolism) and protected from the palmitate-induced damage. Interestingly,
the pretreatment with TMZ increased by 4.3 fold (p<0.05, n=6) the number of
lipid droplets per cell and by 4.7 fold (p<0.05, n=6) the total lipid area. Both

parameters further increased in the presence of palmitate and TMZ. On the
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other hand, TMZ was also able to blunt the 70% increase (p<0.01, n=5) in the
intracellular ceramide production induced by palmitate.

From the present report we conclude that palmitate induced
mitochondrial fission and dysfunction, while TMZ alone causes mitochondrial
fusion and metabolic potentiation. The pretreatment with TMZ protected the
cardiomyocytes from palmitate-induced lipotoxicity. From these data we can
speculate that the beneficial effects of TMZ on HF treatment could be related to
changes in mitochondrial function and the cellular handling of lipid overload.

However, the precise mechanism of such protection requires future studies.
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1. INTRODUCCION
1.1. Metabolismo cardiaco

El corazon tiene como funcion bombear sangre, a través del sistema
circulatorio, para asegurar la entrega de nutrientes y la eliminacion de
productos de desecho en todos los tejidos del organismo. Este 6rgano esta
compuesto principalmente por dos tipos celulares: los cardiomiocitos, que dan
cuenta de la funcion contractil y equivalen a un tercio del contenido total de
células; y los fibroblastos, cuyo papel es modelar la matriz extracelular,
representando los dos tercios de células restantes (Weber et al., 1993). Los
cardiomiocitos son células post-mitéticas, altamente especializadas que se
diferencian rapidamente en el periodo neonatal para cumplir la funcion
contractil (Chien et al., 1991).

Debido a su funcibn mecanica incesante, el corazén tiene una alta
demanda energética y debe generar ATP continuamente para mantener la
actividad contractil, los procesos metabdlicos basales y la homeostasis ionica.
Se estima que la cantidad necesaria de ATP diario para el corazén equivale a
70 veces su peso (Taegtmeyer, 1994). La importancia del balance energético
cardiaco y sus implicancias en patologia se hacen particularmente evidentes en
el caso de la insuficiencia cardiaca (IC). De hecho, ya a finales de los afios 30
se describié una reduccion en los niveles de fosfatos de alta energia en los
corazones de pacientes con IC (Herrmann & Decherd, 1939), poniendo en

evidencia la relacion entre metabolismo energético y patologia. De manera mas
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reciente, estudios espectroscopicos han confirmado estos hallazgos en la IC
(Neubauer et al., 1995; Neubauer, 2007).

En el corazén adulto normal, la gran mayoria (~95%) de la produccion
de ATP proviene de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, mientras que el
remanente se obtiene mediante glicolisis anaerdbica y el GTP formado en el
ciclo de Krebs (Lopaschuk et al., 2010) (Figura 1). El contenido de ATP en el
corazon es relativamente bajo (5 pmol/g) y la tasa de hidrolisis de ATP es
elevada (~30 |Jmol-g'1-min'1 en reposo), por lo que el pool de ATP miocardico
se renueva por completo cada 10 s, aproximadamente (Neely & Morgan, 1974).
Para suplir esta demanda energética, el corazén puede utilizar una variedad de
fuentes de carbono para la sintesis de ATP. Sin embargo, en el corazén adulto,
alrededor del 70% del ATP proviene de la B-oxidacién (Box) de acidos grasos
(Neely & Morgan, 1974).

La Pox es regulada de manera compleja y dependiente de varios
factores, incluyendo: a) el suministro de acidos grasos al corazdn; b) la
competencia con otras fuentes de energia (glucosa, lactato, cuerpos cetdnicos,
aminoacidos); c) la demanda energética del corazon; d) el suministro de
oxigeno; e) el control alostérico de la incorporacion, esterificacion y transporte
mitocondrial de los acidos grasos; y f) la funcidn mitocondrial, incluyendo el
control directo sobre la Box, el ciclo de Krebs y la actividad de la cadena
transportadora de electrones (Lopaschuk et al., 2010). Alteraciones en la ox

pueden tener consecuencias energéticas y funcionales graves en el corazén.
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Figura 1. Metabolismo energético cardiaco. La ox de los acidos grasos y el
ciclo de Krebs producen NADH y FADH2, los cuales son oxidados por los
complejos | y Il de la cadena de electrones, respectivamente. Los electrones
son transportados por la cadena de electrones hasta el aceptor final (O,). La
energia libre de la cadena de electrones se usa para bombear protones fuera
de la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana para asi generar una
gradiente electroquimica a través de la membrana mitocondrial interna. Esta
gradiente se utiliza para generar ATP mediante la ATP sintasa. En forma
alternativa, los protones (H") pueden entrar a la mitocondria por un mecanismo
no acoplado a la sintesis de ATP, lo cual se efectua a través proteinas
desacopladoras (UCPs), resultando en disipacidon de energia como calor.
GLUT, transportador de glucosa; ANT, transportador de nucledtidos de
adenosina; I, I, lll y IV corresponden a los complejos |, I, Il y IV de la cadena
transportadora de electrones; Fo y F1 son las subunidades de la ATP sintasa.
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1.2. Metabolismo de acidos grasos en el corazén

La regulacion de la Box ocurre en casi todas las etapas de la via
metabdlica, desde los niveles de lipoproteina lipasa (LPL), la incorporacion de
acidos grasos al cardiomiocito, la esterificacion a coenzima A (CoA), la
incorporacion a la mitocondria, hasta la tasa misma de Box. Ademas, la
velocidad de Box es muy dependiente de la actividad del ciclo de Krebs y de la
cadena transportadora de electrones (Lopaschuk et al., 2010).

Los acidos grasos llegan al corazén como acidos grasos libres (AGLs)
unidos a albumina o como acidos grasos liberados desde triacilglicerol (TAG)
contenido en quilomicrones o en lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
(van der Vusse et al.,, 2000). Normalmente, ambas fuentes contribuyen al
suministro total de acidos grasos en el corazén.

Los niveles circulantes normales de AGLs estan en un rango entre 0,2 y
0,6 mM (Stanley, 2005). Sin embargo, esta concentracién puede variar
dramaticamente desde valores muy bajos, como en la circulacion fetal, hasta
2mM en condiciones patologicas como isquemia cardiaca y diabetes
descontrolada (Kurien & Oliver, 1971). Ademas, la activacién simpatica puede
liberar AGLs desde tejido adiposo (Kurien & Oliver, 1971), aumentando su
concentracion plasmatica. Esto cobra importancia fisiopatologica en
condiciones que implican aumento del tono simpatico como ocurre durante
isquemia cardiaca (Kurien & Oliver, 1971) o en la IC crdnica (Stanley, 2005). El

aumento crénico de los niveles de AGLs es un importante determinante del

31



aumento en la captacion y fox de acidos grasos en tejido cardiaco observado
en estas patologias.

Aunque inicialmente se postulaba que el transporte de acidos grasos
ocurriria por difusion pasiva, debido a su naturaleza hidrofébica, hoy en dia la
evidencia experimental apoya fuertemente la idea de que el transporte de
acidos grasos opera asociado a proteinas receptoras (Lopaschuk et al., 2010).
Dentro éstas se incluyen la traslocasa de acidos grasos (FAT)/CD36 (Goldberg
et al., 2009), la isoforma de membrana plasmatica de la proteina ligante de
acidos grasos (FABPmb) y la proteina transportadora de acidos grasos
(FATP 1/6) (van der Vusse et al.,, 2000). FAT/CD36 es la proteina mas
estudiada y tiene el papel protagonico en el transporte de acidos grasos en
cardiomiocitos. Mediante estudios de inhibicion (Luiken et al., 2004) y delecion
genética (Kuang et al., 2004) se establecio que el 50-60% de la incorporacion
de acidos grasos ocurre via FAT/CD36 en el corazén (Lopaschuk et al., 2010).

Una vez en el interior del cardiomiocito, los acidos grasos son
transportados a la mitocondria para su oxidacion. La carnitina
palmitoiltransferasa (CPT) 1 es una enzima mitocondrial clave en este proceso
al catalizar la conversién de los acil-CoA de cadena larga a acil-carnitina de
cadena larga. Luego los acil-carnitina formados son traslocados a través de la
membrana interna de la mitocondria por la carnitina:acil-carnitina traslocasa
(CT), que involucra el intercambio de carnitina por acil-carnitina (Longo et al.,

2006). CT transporta acil-carnitina a la matriz mitocondrial para su oxidacion y
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carnitina libre para la reaccion de CPT 1. Ademas, CT tiene baja especificidad
por ésteres de carnitina y es un paso critico en la incorporacién de acidos
grasos a la mitocondria, como lo evidencia el desarrollo de diversas
cardiomiopatias y alteraciones ritmicas en los corazones de pacientes con

deficiencias de CT (Longo et al., 2006).

1.3. Funciones generales de la mitocondria

Las mitocondrias son organelos complejos y altamente especializados
que juegan un papel esencial en la homeostasis metabdlica de las células
eucariontes. Son organelos de doble membrana con cuatro compartimentos
definidos: membrana externa, espacio intermembrana, membrana interna y
matriz mitocondrial (Soubannier & McBride, 2009). Las mitocondrias cumplen
varias funciones en las células: son los centros generadores de energia, en
forma de ATP, a través de la fosforilacibn oxidativa, participan en el
metabolismo de carbohidratos y acidos grasos, ademas de participar en los
procesos de muerte y envejecimiento celular (Scheffler, 2001).

La vision clasica de la morfologia mitocondrial ha cambiado desde los
estudios iniciales, mediante microscopia electrénica, que mostraban a las
mitocondrias como organelos esféricos e independientes. Actualmente, se
entiende que las mitocondrias forman un reticulo complejo, interconectado y
dinamico, mantenido por un balance de eventos opuestos de fision y fusion

mitocondrial (Westermann, 2002; Kuzmicic et al., 2011; Parra et al., 2011).
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Cada tipo celular tiene una morfologia y distribucion intracelular caracteristica,
en donde el numero de tubulos y sus conexiones estan dinamicamente
controladas. El término “dinamica mitocondrial” se ha acufiado para referirse al
menos a tres procesos diferentes (Kuzmicic et al., 2011; Parra et al., 2011): a)
El remodelado de la red mitocondrial mediante los procesos de fisidon y fusion,
los cuales estan intimamente conectados al estado metabdlico de la célula
mediante la actividad de un grupo de GTPasas relacionadas con la familia de
las dinaminas; b) La motilidad subcelular, particularmente relevante en células
polarizadas, que corresponde al desplazamiento de las mitocondrias asociadas
a los motores moleculares kinesina 1 y 3 y a los adaptadores Milton y Miro
(Hirokawa & Takemura, 2005), lo que asegura el suministro local de ATP en
aquellos procesos biologicos con mayores requerimientos energéticos, junto
con el uso de las mitocondrias como tampones intracelulares de calcio (Saxton
& Hollenbeck, 2012); y c¢) al remodelamiento de la ultraestructura y
condensacion de la matriz mitocondrial, procesos tradicionalmente
considerados como un reflejo del estado metabdlico (Scalettar et al., 1991). De
esta forma, los cambios en dinamica mitocondrial coinciden con un amplio
numero de procesos fisiologicos. Por ejemplo, durante la apoptosis el
remodelado de las crestas mitocondriales coincide con la transicién entre
diferentes estados respiratorios de la mitocondria y con el acceso de proteinas
como citocromo ¢ al poro de transicion mitocondrial (Zhang et al., 2008).

Tradicionalmente se ha considerado que el remodelado de las crestas
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mitocondriales y la condensaciéon de la matriz son un reflejo del estado
metabdlico de la mitocondria (Scalettar et al., 1991). De manera concordante,
la pérdida de la funcidn de estructuracion de las crestas mitocondriales,
dependiente de la proteina OPA-1, lleva a una caida en el potencial
mitocondrial, fision de la red y susceptibilidad aumentada a la muerte por

apoptosis (Olichon et al., 2003).

1.4. Fision y fusién mitocondrial

El ciclo mitocondrial normal implica procesos frecuentes y controlados
de fision y fusion (Figura 2) con alta frecuencia en la célula (Kuzmicic et al.,
2011; Parra et al., 2011). Perturbaciones en estos eventos llevan a la
disfuncion de las mitocondrias. La fusion permite la difusion de metabolitos de
la matriz mitocondrial y el intercambio de proteinas y DNA. Por otra parte, la
fision permite la separacion de elementos despolarizados del reticulo. Estas
mitocondrias disfuncionales de menor potencial tienen menor probabilidad de
fusionarse nuevamente y, con frecuencia, son degradadas por procesos

autofagicos (mitofagia) (Twig et al., 2008).

Maquinaria molecular de fisién
En mamiferos, la fision mitocondrial esta regulada por la proteina DRP-
1, una proteina relacionada con la familia de las dinaminas, GTPasas que

regulan el trafico de vesiculas y la endocitosis. EI mecanismo de accion
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molecular de DRP-1 (y las dinaminas) aun no esta definido. Sin embargo, se
postula que tienen una accién de mecanoenzimas, participando activamente en
el corte de membranas por constriccion (Bossy-Wetzel et al., 2003). Para el
ortélogo de levaduras, DNM-1, se ha determinado que tiene la capacidad de
oligomerizar y formar espirales dependientes de GTP, indicando una regulacion
positiva de la funcibn de DNM-1 de acuerdo a la concentracion de este
nucleotido (Ingerman et al., 2005). Mutaciones en el dominio de union a GTP
bloquean la capacidad de agregacién in vitro y la fisibn mitocondrial in vivo

(Naylor et al., 2006). DRP-1
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MFN1/2

Figura 2. Proteinas de la fision y fusion de la red mitocondrial en células
mamiferas. Durante la fision, la proteina FIS-1 recluta a la GTPasa DRP-1 en
sitios definidos de la membrana mitocondrial externa. En cambio, en la fusion,
dos mitocondrias se acoplan a través de las proteinas MFN-1 y MFN-2 por
interacciones de dominios cola-cola, las cuales se encuentran localizadas en la
membrana mitocondrial externa. Posteriormente, la proteina OPA-1,
parcialmente anclada a la membrana mitocondrial interna, es la encargada de
llevar a cabo en forma completa el proceso de fusién mitocondrial (Adaptado
de Parra et al., 2011).
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también forma oligdmeros en presencia de GTP in vitro, con mayor eficiencia
que DNM-1, pero no en espirales extendidos, sino que en anillos simples (Yoon
et al., 2001).

DRP-1 es una proteina de ubicacion citoplasmatica que carece de
secuencia de destinacion mitocondrial, por lo que debe ser reclutada a la
membrana mitocondrial para ejercer su funcion. Se ha postulado que la
proteina FIS-1, ubicada en la membrana mitocondrial externa, actia como
receptor mitocondrial para el ensamblaje de complejos de fision mitocondrial
(Bossy-Wetzel et al., 2003). Sin embargo, estos hallazgos no han sido
confirmados en células mamiferas. Paralelamente se ha mostrado que
disminuciones leves de la expresion de FIS-1, mediante siRNA, no alteran la
translocacion de DRP-1 hacia la mitocondria (Lee et al., 2004). En levaduras,
en cambio, las mutaciones de FIS-1 bloquean por completo la traslocacion de
DNM-1 a la mitocondria. Ademas, se ha descrito la existencia de algunas
proteinas adaptadoras como MDV1P y CAF4P (Griffin et al., 2005)
relacionadas con la fision mitocondrial de levaduras. MDV1P participa en la
activacion de DNM-1 luego de que es reclutada en la mitocondria (Tieu et al.,
2002). La existencia de estas proteinas, o similares, no ha sido demostrada en
mamiferos. Sin embargo, recientemente se describié el papel del factor de
fisibn mitocondrial (MFF) en el reclutamiento de DRP-1 hacia la mitocondria

mediante interaccion directa en células HelLa (Otera et al., 2010).
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Interesantemente, la fision mitocondrial mediada por la interaccion DRP-1-MFF
parece ser independiente de FIS-1 (Otera et al., 2010).

La regulacién de la actividad de las proteinas involucradas en fision
depende de modificaciones post-transduccionales como ubiquitinacion,
SUMQOQilacién y fosforilacion. La traslocacion de DRP-1 a la mitocondria
depende de SUMOilacion (Wasiak et al., 2007), ya que la sobreexpresion de
SUMO-1 (Harder et al., 2004) o el silenciamiento de la proteasa SUMO/sentrin
protease 5 (SENPS) (Zunino et al., 2007) aumentan la estabilidad de DRP-1 y
su traslocaciéon a la mitocondria, promoviendo la fision mitocondrial. Ademas,
DRP-1 es blanco de fosforilacion de ciclina B1 (Taguchi et al., 2007), proteina
kinasa A (PKA) (Cribbs & Strack, 2007) y glicégeno sintasa kinasa 33 (GSK-383)
(Chou et al., 2012). Dependiendo del sitio de fosforilacidn, la actividad de DRP-
1 puede aumentar o disminuir, por lo que en este punto pueden converger la
informacion de las cascadas de sefalizacion celular y el proceso de dinamica
mitocondrial.

Actualmente, la evidencia disponible acerca del papel fisiolégico de la
fisibn mitocondrial y su relacion con los estados metabdlicos, o la eficiencia
mitocondrial, son materia de debate. Sin embargo, la fisibn mitocondrial se ha
relacionado con procesos de muerte celular. De hecho, durante la apoptosis, la
morfologia mitocondrial cambia a un estado fisionado, con aumento del numero
y reduccion del tamafo de las mitocondrias (Frank et al., 2001). Ademas, el

reclutamiento de DRP-1 a la mitocondria requiere la interaccién con BAX, la
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cual esta relacionada con la permeabilizacién de la membrana mitocondrial
externa y la salida de citocromo ¢ (Martinou & Youle, 2006). En esta linea de
trabajo, nuestro grupo ha evaluado la relacién entre los procesos de fisidon
mitocondrial y los eventos tempranos de la muerte inducida por ceramidas en
el cardiomiocito, encontrando resultados similares (Parra et al., 2007; Parra, et
al., 2013a). Por otra parte, la fision mitocondrial se ha vinculado con la
respuesta a condiciones de estrés metabdlico (Yu et al.,, 2006) y autofagia
(Twig et al., 2008). Sin embargo, la fision mitocondrial ocurre constantemente,

en todas las células y en condiciones normales.

Maquinaria molecular de fusién

En la fusidn mitocondrial participan tres GTPasas de alta masa
molecular, cuyas funciones son clave para este proceso: mitofusinas 1 y 2
(MFN-1 y MFN-2) y OPA-1 (Chen et al., 2003; Eura et al., 2003; Cipolat et al.,
2006). Las mitofusinas difieren levemente en su actividad, mientras que MFN-1
tiene una alta tasa de hidrdlisis y baja afinidad por nucleétidos, similar a las
dinaminas, MFN-2 presenta baja velocidad de hidrdlisis con una afinidad por
nucledtidos similar a la de otras GTPasas regulatorias (Ishihara et al., 2004).
Las mitofusinas junto con proteinas, como MIB y Stomatin-like protein 2
(SLP-2), participan en el establecimiento de complejos macromoleculares que
regulan la fusion de la membrana mitocondrial externa (Eura et al., 2006; Hajek

et al., 2007). Para la fusion mitocondrial, ademas de la participacién de estos
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complejos, es necesaria la modificacion lipidica de la membrana. En
mamiferos, esta funcion depende de la actividad de una fosfolipasa D
mitocondrial que cataliza el paso de cardiolipina a acido fosfatidico (PA). A
pesar de que el rol de PA en la fusidn mitocondrial no esta establecido, es
posible que participe ayudando a la curvatura de las membranas posterior al
anclaje de MFN-1 y MFN-2 o permitiendo el reclutamiento de otros mediadores
del proceso (Choi et al., 2006). OPA-1 es una proteina asociada a la fusion de
las membranas internas y presenta una secuencia de destinacion mitocondrial
(Bossy-Wetzel et al.,, 2003), se encuentra en el espacio intermembrana y
asociada a la cara interna de la mitocondria (Olichon et al., 2002). Existen al
menos 8 isoformas de OPA-1 generadas por corte y empalme alternativo
(Delettre et al., 2001) y por accién de las metaloproteasas AAA (Guillery et al.,
2008), la proteasa romboidal PARL (Cipolat et al., 2006) y la peptidasa
independiente de ATP OMA1 (Ehses et al., 2009). Al igual que su ortdlogo en
levaduras, es posible que el procesamiento de OPA-1 dependa del estado
metabdlico de la mitocondria. Se ha descrito que en condiciones de pérdida de
potencial, como ocurre durante la apoptosis, se favorece la degradacion de las
formas de alta masa molecular de OPA-1, lo que parece asociarse con la
incapacidad de realizar fusion en estos elementos despolarizados (Guillery et
al., 2008). La evidencia disponible sugiere que la fusién de las membranas
externa e interna son eventos que operan de forma independiente y separada.

La fusién de la membrana externa requiere baja hidrélisis de GTP, mientras
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que la fusion de las membranas internas requiere de altos niveles de GTP y

potencial mitocondrial intacto (Malka et al., 2005).

1.5. Dinamica mitocondrial y metabolismo

La dinamica mitocondrial es un proceso conservado evolutivamente,
muy coordinado y altamente regulado a fin de mantener la funcion del reticulo
mitocondrial (Soubannier & McBride, 2009). Los primeros trabajos que
relacionaron morfologia mitocondrial y funcién metabdlica los realizaron Chen y
colaboradores (Chen et al., 2005). Ellos sugirieron que la disminucién de los
niveles de la proteina OPA-1 o cualquiera de las MFNs, mediante siRNA,
produce un fenotipo mitocondrial fragmentado, con pérdida del contenido de
DNA mitocondrial y con menor actividad metabdlica, medida como menor
consumo de oxigeno y menor potencial electroquimico mitocondrial (Chen et
al., 2005). En estudios con animales genéticamente modificados, la eliminacion
de proteinas asociadas a la fusion mitocondrial resulto ser fatal por fallas en la
placentacion o muerte embrionaria precoz (Chen et al., 2003; Davies et al.,
2007). Estos resultados ponen en evidencia la importancia de la fusion
mitocondrial para la estabilidad celular. Sin embargo, la relacidn que existe
entre las GTPasas de fusion mitocondrial con la maquinaria metabdlica
mitocondrial no esta establecida, ni tampoco las razones de por qué la

eliminacion de alguna de estas proteinas interfiere en la respiracion celular.
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Algunas evidencias recientes indican hacia una conexion entre la
actividad metabdlica celular y la morfologia del reticulo mitocondrial. La
modificacion de los niveles de MFN-2 impacta directamente en el metabolismo
celular. La pérdida de funcion de MFN-2 se asocia a disminucion en la
oxidacion de piruvato, glucosa y acidos grasos, mientras que la ganancia de
funcién produce lo opuesto (Pich et al., 2005). Por otro lado, algunas
condiciones metabdlicas como hiperglicemia se asocian a fision de la red
mitocondrial y, tanto los niveles de RNA mensajero (mRNA), como la expresion
proteica de MFN-2 estan disminuidos en ratas Zucker obesas (Bach et al.,
2003) y en pacientes obesos y diabéticos (Bach et al., 2005). Estos resultados
ponen de manifiesto la relacién entre alteraciones en la dinamica mitocondrial,
metabolismo y patologia.

Con respecto a la fision mitocondrial, se ha descrito que su inhibicion a
través de la expresion un dominante negativo de DRP-1 (Drp1K38A) se asocia
con pérdida de la capacidad mitocondrial para aumentar la tasa respiratoria (Yu
et al., 2006). La actividad de DRP-1 esta regulada por diversas cascadas de
sefalizacion celular asociadas a los procesos de sobrevida y ciclo celular, entre
otros. Se ha descrito que la fosforilacion de DRP-1 en Ser585 por Cdk1/ciclina
B promueve la fisibn mitocondrial durante la mitosis, posiblemente para
asegurar la distribucién equitativa de las mitocondrias entre las células hijas
(Taguchi et al., 2007). Ademas, DRP-1 es fosforilada en Ser656 por PKA,

desfosforilada por calcineurina y su estado de fosforilacion controlado por los
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niveles de Ca?* y el tono simpatico. En este caso, la fosforilacion de DRP-1
lleva a la inactivacion de su funcién promotora de fision, aportando un
mecanismo para la integracion de las sefiales celulares de Ca®’, los niveles
celulares de AMP ciclico (cAMP) y el control de la morfologia mitocondrial

(Cribbs & Strack, 2007).

1.6. Cambios metabdlicos asociados a patologia

En el corazdén fetal, los sustratos primarios son glucosa y lactato. A
medida que el recién nacido madura, la utilizacion de AGLs incrementa hasta
constituir el sustrato metabdlico predominante en el adulto. Los mecanismos
que regulan este swifch metabdlico estan pobremente descritos, pero parece
depender de factores nutricionales y hormonales. El cambio en el suministro de
nutrientes, junto a modificaciones del ambiente hormonal, como la caida de los
niveles de insulina y el incremento en los niveles de glucagén en el momento
inmediatamente posterior al parto, contribuyen a la modificacion paulatina de
los sistemas enzimaticos celulares entre los 3-5 dias post nacimiento (Onay-
Besikci, 2006). Este cambio metabdlico perdura en la vida adulta,
transformandose los AGLs en el sustrato preferencial para el cardiomiocito
sano (Sack et al., 2000).

En condiciones de sobrecarga de presion o volumen, como ocurre en la
IC, el cardiomiocito experimenta un proceso de “remodelado metabdlico” cuyo

resultado final es la deplecion intracelular progresiva de ATP. A medida que la
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disfuncion metabdlica avanza, el flujo en el ciclo de creatina decae, lo que se
asocia a un incremento paralelo de las concentraciones intracelulares de ADP,
AMP (Ingwall, 2007) y acidos grasos. En forma compensatoria, tanto la
captacion de glucosa, asi como su utilizacion, aumentan (Alaoui-Talibi et al.,
1997; 1997), probablemente como consecuencia de la activacion de patrones
genéticos fetales (Taylor et al., 2001). A medida que evoluciona la IC la
utilizaciéon de AGLs y glucosa decae en las etapas mas avanzadas (Taylor et
al., 2001). Sin embargo, los mecanismos precisos son desconocidos. En este
contexto de alteraciones en el metabolismo celular, el modelo de rata neonata
ofrece la ventaja unica de permitir evaluar una ventana critica de cambios
metabalicos. Al emular lo observado en el desarrollo normal del recién nacido
humano, y en condiciones patolégicas como la hipertrofia ventricular y la
insuficiencia cardiaca. Este modelo permite estudiar el mecanismo subyacente

a las enfermedades vinculadas a trastornos en el metabolismo de sustratos.

1.7. Manipulacion del sustrato metabdlico en IC

La comprension de la fisiopatologia de la IC cronica ha progresado
importantemente durante las ultimas décadas, lo que ha llevado al
establecimiento de una terapia estandar que incluye inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina, antagonistas del receptor para aldosterona,
bloqueadores [-adrenérgicos y, mas recientemente, la terapia de

resincronizacién cardiaca (Morrow & Givertz, 2005). La eficacia de la terapia es
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variable, dependiendo de la etiologia de la enfermedad, pero la mortalidad de
la IC se mantiene cercana al 10%. Actualmente se desconoce la razén por la
cual la IC progresa, pese a la administracion de terapia 6ptima, aunque se ha
sugerido que podria deberse a una pérdida en la eficacia del bloqueo
neurohumoral en los estadios mas avanzados de la enfermedad (Mann, 1999).

La evidencia disponible sugiere que las alteraciones del metabolismo
cardiaco juegan un papel central en el desarrollo y progresion de la IC, por lo
que la modulacién metabdlica se ha plantado como una futura alternativa
terapéutica en la IC (Kuzmicic et al.,, 2011). Desde una perspectiva
estequiométrica, la utilizacion de AGLs como sustrato preferencial requiere un
12% mas de O, por unidad de ATP que el generado via glicolisis (Abozguia et
al., 2006). Sin embargo, se ha mostrado que el desplazamiento metabdlico
hacia un estado de maxima utilizacion de AGLs se asocia a incrementos de
hasta un 50% en el consumo de O; (Korvald et al., 2000). Aun mas, elevadas
concentraciones de AGLs se asocian a un deterioro de hasta un 30% en la
eficiencia mecanica del corazén (Myrmel et al., 1992; Korvald et al., 2000),
sugiriendo que la elevacion de los AGLs induce un efecto de “desperdicio” de
O, que supera ampliamente al predicho estequiométricamente.

La manipulacion directa de la preferencia de sustrato metabdlico
cardiaco es posible mediante inhibidores de la Box o de la CPT-1. Estas
alternativas han mostrado tener mecanismos de accion complejos y no

completamente dilucidados, pero todos convergen en una disminucion de la
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utilizaciéon de AGLs en pro de un aumento de la oxidacion de glucosa (Essop &
Opie, 2004; Morrow & Givertz, 2005). En esta linea, se han descrito algunos
efectos secundarios positivos de algunos farmacos utilizados actualmente para
el tratamiento de IC, por ejemplo: el bloqueador B-adrenérgico carvedilol,
ampliamente utilizado en el manejo de IC, disminuye los niveles circulantes de
AGLs, disminuye su Box e incrementa el consumo de glucosa miocardico. Este
cambio de sustrato se acompafa de una disminucion significativa del consumo
de oxigeno cardiaco y de una optimizacion de la funcién ventricular (Wallhaus
et al., 2001). El efecto de estas intervenciones en IC pueden variar segun la
etiologia o etapa de la enfermedad (Ashrafian et al., 2007). Sin embargo, un
numero creciente de estudios clinicos sugieren que la inhibicion parcial de la
Box constituye una alternativa promisoria. Varios de los farmacos que
modifican la utilizacion de sustrato son actualmente empleados como
antianginosos por su capacidad de disminuir el consumo de O, entre los que

se encuentra la trimetazidina (TMZ).

1.8. Trimetazidina

Trimetazidina (TMZ) es un agente metabdlico con eficacia antianginosa
demostrada y aprobado para el tratamiento de la angina en la mayoria de los
paises de Europa y Asia. La TMZ disminuye la Box por una inhibicion parcial
selectiva de la 3-cetoacil de cadena larga CoA-tiolasa mitocondrial (3-CAT)

(Allibardi et al., 1998), con una potencia de alrededor del 40% y una
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concentracion inhibitoria media (IC50) de 75 nM (Kantor et al., 2000). Ademas,
TMZ posiblemente actua sobre la CPT-1 (Hamdan et al., 2001). Estos efectos
estimulan la utilizacién de glucosa (Kantor et al., 2000) y produccion de ATP en
diversos modelos de estudio (Guarnieri & Muscari, 1990a; de Leiris & Boucher,
1993) (Figura 3). Estudios recientes sugieren que TMZ mejora la funcién
ventricular y calidad de vida en pacientes con IC de etiologia isquémica
(Fragasso et al., 2003; Di Napoli et al., 2005), aunque los mecanismos
subyacentes a este beneficio no son claros (Maclnnes et al., 2003) y sus
efectos sobre la mortalidad no han sido evaluados.

TMZ no ejerce efectos hemodinamicos, inotrépicos o cronotrépicos
(Stanley & Marzilli, 2003). En modelos animales de cardiopatia isquémica
(Ikizler et al., 2006), hipertensiva (Tabbi-Anneni et al., 2003) y en escasos
modelos de cardiomiopatia no isquémica (D'hahan et al., 1997; 1998), el uso
de TMZ se asocia a una menor progresion de la IC. Sin embargo, Maclnnes y
colaboradores (Maclnnes et al., 2003) describieron que TMZ no bloquea la
3-CAT en extractos de corazones de rata ni la 3-CAT recombinante humana,
sugiriendo que los efectos beneficiosos descritos pudiesen depender de otros
mecanismos. En esta linea, se ha descrito que TMZ aumenta la incorporacion
de AGLs de cadena larga a la membrana del cardiomiocito, disminuyendo su
disponibilidad en el citosol y, por ende, su lipotoxicidad (Sentex et al., 1997).
TMZ también se asocia con la preservacion de los niveles de fosfocreatina y

ATP (Kantor et al., 2000), reduccion de la acidosis celular (Brottier et al., 1990;
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Lu et al., 1998), de la sobrecarga de calcio (Lu et al., 1998) y disminucion del
dafo secundario por radicales libres (Fantini et al., 1997).

En relacion a los efectos de TMZ sobre la funcion mitocondrial, se ha
sefialado que es capaz de disminuir la actividad del complejo | de la cadena
transportadora de electrones en modelos celulares de hipoxia (Veitch et al.,
1995), lo que se asocia a menor consumo de oxigeno y la produccién de
especies reactivas del oxigeno (Guarnieri & Muscari, 1988). Estos efectos
llevan a un incremento de la integridad mitocondrial (Morillas Blasco et al.,
2005) al permitir la mantencion del potencial de membrana (Monteiro et al.,
2004), lo que evita la apertura del poro de transicion mitocondrial (Morin et al.,
1998) y la subsecuente apoptosis (Argaud et al., 2005).

La evidencia resefiada sugiere un efecto beneficioso en la adicién de
TMZ a la terapia habitual de IC de etiologia isquémica, principalmente, por
mecanismos de accidén variados, pero poco explorados. Hasta la fecha no
existen investigaciones de los efectos de TMZ sobre la morfologia mitocondrial
en cardiomiocitos, ni si TMZ podria proteger especificamente frente al dafo

toxico por palmitato.

1.9. Gluco-lipotoxicidad celular

Diversos estudios apoyan la idea de la existencia de una cardiomiopatia

especifica para diabetes mellitus tipo 2, caracterizada por dafo celular cardiaco

49



Acidos grasos libres Glucosa Lactato

Citosol S
Glicolisis

Acil de cadena larga-CoA Piruvato «— Lactato

Mb mitocondrial externa

e
Acil de cadena larga-Carnitina

Mb mitocondrial interna
CAT e
@ NAD" + CoA

o) . )
H, |l Piruvato deshidrogenasa
P\ C /C\ CoA
NADH
FADH; Acil de cadena larga-CoA
/\ I? v
R* C. CoA "
R\,C\,C\ /oA \ /NS Acetil-CoA
c c s I Ciclo
H, H H; de
H,0. B-oxidacion /}I 3-Cetoacil de cadena larga-CoA tiolasa| Krebs
CoA-SH \ .
HH 9 TRIMETAZIDINA :
/
C. CoA '
R\C/C\C/C\S/C"A R\C/C\C/ ¢ © v
H, H: 7{ H: H, ATP

NAD®  NADH +H®
Matriz mitocondrial

Figura 3. Trimetazidina inhibe la B oxidaciéon de acidos grasos.
Trimetazidina (diclorhidrato de 1-[2,3,4-trimetoxibencil]-piperazina) es un
inhibidor especifico de la 3-cetoacil de cadena larga Coenzima A tiolasa
mitocondrial, enzima clave en la Box de acidos grasos, responsable de la
fragmentacion del cetoacil-CoA en acil-CoA 2 atomos de carbono mas corto y
acetil-CoA. CAT, carnitina acil translocasa; CPT-l, carnitina palmitoil

transferasa |; CPT-Il, carnitina palmitoil transferasa Il; CoA, coenzima A.
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en ausencia de enfermedad ateroesclerética, hipertensién arterial o dafio
valvular evidente (Stratmann et al., 2010). La cardiomiopatia diabética conduce
a alteraciones estructurales graves, como pérdida de miofibrillas, asociada al
desarrollo de cardiomiopatia dilatada (Beltrami et al., 1995), y el desarreglo de
sarcomeros, similar a lo que ocurre durante la IC (Mann et al., 1991). Varios
mecanismos se han propuesto para explicar estos hallazgos, tales como
disfuncion endotelial, disfuncion autonomica, desbalances metabdlicos o
fibrosis intersticial (Malhotra & Sanghi, 1997), pero actualmente sigue siendo
materia de debate. Por otra parte, debido a que tanto la glucosa como los
acidos grasos se encuentran patologicamente elevados en pacientes
diabéticos, se ha sugerido que ambos podrian ser responsables del dafo
celular observado a través de procesos de “glucotoxicidad” y “lipotoxicidad”
(Unger, 1995; Grill & Bjorklund, 2000).

La gluco- y lipotoxicidad han sido estudiadas a nivel celular y se sabe
que afecta el metabolismo y la funcion de varios tipos celulares (Figura 4). En
condiciones de altos niveles de acidos grasos, éstos ingresan a la célula y son
convertidos a ésteres acil-CoA de cadena larga por la acil-CoA sintasa de
acidos grasos (FACS). Los acil-CoA pueden ser utilizados para la sintesis de
diversos intermediarios lipidicos o transferidos a carnitina para su incorporacion
a la mitocondria. La conversiéon de acidos grasos a lipidos complejos como
TAG, diacilglicerol (DAG) y ceramidas ha comenzado a ser estudiada

recientemente y se ha visto que la acumulacion de algunos de estos
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intermediarios se asocia con el desarrollo de resistencia a la insulina,
disfuncion cardiaca e IC (Summers, 2006), relacionandolos con la lipotoxicidad
observada en diabetes.

Los niveles de estos intermediarios potencialmente dafiinos pueden
estar influenciados tanto por el suministro de acidos grasos, como por la tasa
de produccion de acil-CoA. En efecto, en un modelo animal de sobreexpresion
genética de FACS (Lee, et al., 2004), el aumento de la sintesis de acil-CoA de
cadena larga lleva a la acumulacion citoplasmatica de lipidos, desorganizacion
de las miofibrillas y cardiomiopatia dilatada severa. También es posible que
una disminucion de la Box contribuya al desarrollo de lipotoxicidad por
acumulacion de acil-CoAs de cadena larga. Sin embargo, esto no ha sido
demostrado empiricamente y el papel de la Box en las patologias cardiacas

inducidas por lipidos es controversial (Lopaschuk et al., 2010).
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Figura 4. Acciones deletéreas de los AGLs en el cardiomiocito. (A) Los
niveles plasmaticos crénicamente elevados de acidos grasos libres (AGLs)
provocados por la activacion del sistema simpatico aumenta la incorporacion y
oxidacion de AGLs e inducen la expresion y actividad de las proteinas
mitocondriales desacopladoras (UCPs) causando una disminucion de la
eficiencia cardiaca (ATP producido por oxigeno consumido). La acumulacion
intracelular de lipidos también puede contribuir a la resistencia a insulina. (B)
La hipoxemia causa hipoxia en los tejidos y regula la expresion de varios
genes, incluyendo a Bnip, una proteina proapoptotica de la familia Bcl2 que
reside en la mitocondria, causando disfunciéon y degradacion mitocondrial y
posteriormente dafo y muerte celular. (C) La hipoxia tisular genera una
depresidén en la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial, pérdida de
electrones desde los complejos | y Il y la formacion de especies reactivas del
oxigeno (EROs) tales como anion superoxido. El estrés oxidativo causa daro al
DNA mitocondrial (mtDNA), disfuncién mitocondrial y posterior generacion de
EROs, dafo celular y disminucion de la funcion contractil.
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1.10. Toxicidad por palmitato en cardiomiocitos

En la dieta y en el plasma existen distintos acidos grasos con diferente
largo de cadena, numero y posicion de insaturaciones. No todos los acidos
grasos son dafinos, y son los acidos grasos saturados los que han recibido
mayor estudio debido a sus efectos toxicos descritos en numerosos modelos
celulares (Shimabukuro et al., 1998; Hardy et al., 2000; Maedler et al., 2001),
incluyendo los cardiomiocitos (Hickson-Bick et al., 2002). Acidos grasos
saturados como palmitato (C16:0) y estearato (C18:0) pueden inducir dafo
celular (Paumen et al., 1997; Hickson-Bick et al., 2002), mientras que acidos
grasos mono insaturados, como oleato (C18:1), no resultan dafinos a
concentraciones similares (Hickson-Bick et al., 2000). Incluso, en algunos
estudios se describe la capacidad inhibitoria que tienen los acidos grasos
insaturados sobre los efectos toxicos inducidos por los acidos grasos saturados
(Tsang et al., 2004; Miller et al., 2005). Por otro lado, palmitato es el acido
graso saturado de cadena larga mas corto, de oxidacién mitocondrial y, debido
a su tamano, es poco susceptible de ser incorporado a membranas.

Debido a la mayor abundancia de palmitato, tanto en la dieta como el
plasma, ha recibido mayor interés y existen diversos reportes en la literatura de
los efectos toxicos de palmitato (Kong, 2003; Tsang et al., 2004; Miller et al.,
2005). Particularmente en cardiomiocitos de rata neonata, el tratamiento con
palmitato se ha descrito que produce apoptosis, manifestado por la liberacion

del citocromo c, pérdida del potencial mitocondrial, hinchamiento (swelling) de
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las mitocondrias, inhibicion de la CPT-1, inhibicion del complejo Ill, activacion
de caspasa-3, procesamiento de polimerasa de poliADP-ribosa (PARP) y
fragmentacién del DNA (Hickson-Bick et al., 2000; Sparagna et al., 2000).
Tanto palmitato como estearato son sustratos preferenciales para la
sintesis de novo de ceramidas (Riboni et al., 1997), por lo que se ha sugerido
que la exposicion a palmitato podria aumentar el contenido celular de
ceramidas, siendo esto responsable de los efectos toxicos observados.
De hecho, en lineas celulares se ha descrito que la acumulacién de palmitato
en citoplasma esta relacionada con mayor sintesis de ceramidas y aumento de
la apoptosis (Paumen et al., 1997). Ademas, en cardiomiocitos de rata adulta,
la inhibicién quimica de la sintesis de ceramidas disminuye el porcentaje de
células con fragmentacion del DNA inducida por palmitato (Dyntar et al., 2001).
Sin embargo, en cardiomiocitos embrionarios de pollo, el palmitato produce
muerte celular por un mecanismo diferente al de ceramida (Kong, 2003). En
cardiomiocitos de rata neonata, el palmitato produce acumulacion de
ceramidas (Sparagna et al., 2001), pero su relacion causal con el dafio celular
no ha sido evaluada. Por otra parte, en un estudio con animales alimentados
con dietas diversamente enriquecidas en acidos grasos se establecié que en
los animales alimentados con acidos grasos saturados el indice apoptético en
corazon estaba aumentado, al igual que el contenido intracelular de ceramidas
(Okere et al., 2006). Considerando estos antecedentes, la produccion de

ceramidas podrian participar en la lipotoxicidad observada con palmitato. Sin
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embargo, en ausencia de sintesis de novo de ceramida, las vias de
sefalizacion activadas por palmitato parecen ser suficientes para producir dafio
celular y lipotoxicidad, por lo que se cree que las ceramidas juegan un rol de
sensibilizacion frente al estimulo nocivo (Listenberger et al., 2001).

El dafio celular y muerte de cardiomiocitos estan implicados en varias
condiciones patolégicas que se relacionan con aumento de los niveles
cardiacos de acidos grasos. En el caso de isquemia y reperfusion, el dafo
celular ademas se ha relacionado con aumentos en la produccién de especies
reactivas del oxigeno (EROs) (Misra et al., 2009). Por lo tanto, es posible que
la lipotoxicidad observada con palmitato, y otros acidos grasos saturados, se
asocie con aumento de los niveles de EROs. Esta ampliamente descrito que
aumentos en la concentracion de EROs llevan a muerte celular por apoptosis
(Matés et al., 2008) y que el tratamiento con peroxido de hidrogeno (H2O2) o
anion superoxido (O2’) inducen muerte en cardiomiocitos neonatos (Harsdorf et
al., 1999). Desde un punto de vista mecanistico, estas evidencias ponen en un
eje central a la mitocondria, ya que este organelo controla la produccion de
ATP por Box, la muerte celular por apoptosis y es el principal centro de
produccion de EROs en células no fagociticas. Sin embargo, el aumento en la
produccion de EROs y su participacion en la lipotoxicidad inducida por
palmitato en cardiomiocitos parece no ser determinante (Hickson-Bick et al.,

2002; Tominaga et al., 2008).
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1.11. Palmitato y morfologia mitocondrial

En la literatura existe poca evidencia acerca de los efectos de elevadas
concentraciones de AGLs sobre la dinamica mitocondrial. Recientemente, el
grupo de Zhang y colaboradores encontrd, de forma novedosa, que palmitato
induce fragmentaciéon mitocondrial en células de hepatoma humano HepG2
(Zhang et al., 2010). En este modelo, la fragmentacion mitocondrial ocurre
asociada a la muerte celular, fendmeno previamente descrito. En un modelo
diferente, el grupo de Molina y colaboradores mostré que una mezcla compleja
de lipidos, que incluye palmitato y altas concentraciones de glucosa, produce
fragmentacién de la red mitocondrial y apoptosis en células B-pancreaticas
(Molina et al., 2009). Ademas, en células INS-1, el mismo grupo mostré que
esta mezcla de lipidos produce fragmentacion mitocondrial, apoptosis,
disminucién de la fosforilacién de Akt y menor secrecion de insulina estimulada
por glucosa. De manera interesante, la inhibicion de la fisibn mitocondrial
mediante el silenciamiento de FIS-1 revirtié los efectos de palmitato sobre
apoptosis. Recientemente, se describié que altas concentraciones de palmitato
inducen fragmentacion y disfuncion mitocondrial en una linea celular de
musculo esquelético (Jheng et al., 2011). Interesantemente, la inhibicion
farmacoldgica y genética de DRP-1 revirtieron este efecto (Jheng et al., 2011).
Hasta la fecha, no existen estudios similares en la literatura respecto de la
relacion entre palmitato, dinamica mitocondrial y funcién mitocondrial de

manera integrada en cardiomiocitos. Las evidencias aqui expuestas sugieren
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que palmitato podria causar fision y disfuncion mitocondrial en nuestro modelo,
lo que podria ser parcialmente revertido por la accidn cardio y citoprotectora de

TMZ.
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2. HIPOTESIS

TMZ protege frente a la lipotoxicidad por palmitato mediante un cambio

metabdlico en el cardiomiocito

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel protector de TMZ frente a la fisién y disfuncion mitocondrial

inducida por palmitato en cultivos primarios de cardiomiocitos neonatos

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Evaluar los efectos de palmitato sobre morfologia, funcion mitocondrial y

viabilidad en cultivos primarios de cardiomiocitos de rata.

» Estudiar los efectos de TMZ sobre morfologia, funcion mitocondrial y el

cambio metabdlico en cultivos primarios de cardiomiocitos.

* Evaluar el papel protector de TMZ frente a la lipotoxicidad inducida por

palmitato en cardiomiocitos en cultivo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,
MO, EEUU): medio Hank’s, medio DME, medio 199, pancreatina, gelatina,
triton X-100, 5-bromo-2°-deoxiuridina, carboxi-cianuro-3-clorofenilhidrazona
(CCCP), 1-(2,3,4-trimetoxibencil)piperazina (trimetazidina), albumina de suero
bovino (BSA) esencialmente libre de acidos grasos (A6003), anticuerpo anti 3-
actina (A5441) y anti B-tubulina (T4026). El palmitato de sodio (S-1109) se
obtuvo de Nu-Chek Prep Inc. (Elysian, MN, EEUU). De BD Transduction
Laboratories (San Jose, CA, EEUU) se adquirié el anticuerpo anti DRP-1
(611112). El anticuerpo anti FIS-1 (ALX-210-907) se obtuvo de Alexis
Biochemicals (San Diego, CA, EEUU), el anticuerpo anti mtHsp70 (MA3-028)
en ABR-Affinity Bioreagents (Glosen, CO, EEUU) y el anitcuerpo anti
ceramidas (esfingosina, MID 15B4) de Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY,
EEUU). Los anticuerpos anti OPA-1 (ab42364) y anti MFN2 (ab50838), se
compraron en Abcam (Cambridge, MA, EEUU). De Gibco BRL (Carlsbad, CA,
EEUU) se obtuvieron: colagenasa tipo Il, suero fetal bovino (FBS) y suero fetal
de ternera (FCS). Mitotracker Green-FM (M7514), tetrametilrodamina metil
éster perclorato (TMRE, T-668) y los anticuerpos secundarios fluorescentes
Alexas anti raton y conejo (A-11036, A-11034, A-11031 y A-11029) se

compraron en Molecular Probes-Invitrogen (Eugene, OR, EEUU). Los
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anticuerpos secundarios anti IgG de conejo y raton conjugados a peroxidasa se
obtuvieron en Calbiochem (La Jolla, CA, EEUU). El reactivo quimioluminiscente
para Western Blot EZ-ECL se adquiri6 en Amersham Biosciences
(Buckinghamshire, Inglaterra). Todos los otros compuestos organicos e
inorganicos, sales, acidos y solventes se adquirieron en Merck (Darmstaddt,
Alemania), a no ser que se especifique lo contrario. El medio de montaje para

fluorescencia DAKO se compro en DAKO Corporation (Carpinteria, CA, EEUU).

5.2. Modelo de cultivo celular

En la realizacion de esta tesis se utilizd un modelo celular de cultivo
primario de cardiomiocitos ventriculares de rata. Estos se obtuvieron a partir de
ratas Sprague-Dawley de 2 a 3 dias de edad, provenientes del bioterio de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

Todos los animales se trataron siguiendo las recomendaciones para el
manejo y cuidado de animales de experimentacion: Guide for the Use of
Laboratory Animals (NIH, 2011), siendo los protocolos experimentales ademas
aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Quimicas de la

Universidad de Chile.

5.3. Aislamiento y cultivo primario de cardiomiocitos de rata
Para el aislamiento y cultivo de los cardiomiocitos, primero se extirparon

y lavaron los corazones a 37°C en medio Hank's estéril, luego se removieron
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las auriculas y finalmente, los corazones se homogenizaron mecanicamente
con una navaja quirurgica con el fin de favorecer la digestidon enzimatica y
permitir una obtencidn eficiente de células aisladas. Los ciclos de digestion se
realizaron en presencia de colagenasa de tipo Il (0,02 g/100 mL Hank’s) y
pancreatina (0,06 g/100 mL Hank’s). Para obtener una fraccion enriquecida en
cardiomiocitos se aprovechod la adhesion diferencial a superficies plasticas que
presentan los dos tipos celulares presentes en el corazén (cardiomiocitos y
fibroblastos). El producto de la digestion se preplaqued en placas de Petri de
100 mm durante 2 h en medio DME:M199 (4:1) 10% FBS. Al cabo de ese
tiempo, los cardiomiocitos (sobrenadante) se recolectaron, centrifugaron a
1.000 rpm durante 5 min y resuspendieron en 25 mL de medio DME:M199 (4:1)
10% FBS y 5% NBCS. La concentracion celular se determind mediante
microscopia, usando como colorante azul de tripan, el que permite visualizar y
contar las células vivas y muertas en una camara de Neubauer. Conocida su
concentracion, las células se sembraron en DME:M199 (4:1) 10% FBS y 5%
NBCS a distintas densidades, segun las necesidades experimentales, en
presencia de 5-bromo-2’-deoxiuridina, sobre placas de -cultivo cubiertas
previamente con una monocapa de gelatina (2% p/v). Las células se cultivaron
a 37 °C en una atmdésfera humeda al 5% de CO; y 95% de aire por un maximo

de 5 dias (Foncea et al., 1997).
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5.4. Preparacion de lipidos

El palmitato conjugado a BSA (razén 3,3:1) se preparé de acuerdo al
procedimiento descrito por (De Vries et al., 1997) con algunas modificaciones.
Brevemente, el acido palmitico se disolvio en etanol absoluto a una
concentracion de 18,75 mM y se le agreg6 un volumen equivalente de Na,COs3
10 mM a temperatura ambiente. Luego, el etanol se evapor6 de la mezcla al
calentarla a 50-60 °C bajo flujo continuo de nitrdgeno gaseoso para evitar la
oxidacion del palmitato. A continuacién, se agrego, por goteo, 10 mL de una
solucion de BSA libre de acidos grasos al 10% en PBS a 40°C, de manera de
acomplejar el palmitato con la albumina. El complejo BSA-palmitato se dializd
cuatro veces a 4 °C durante 4-6 h contra 250 mL de [NH4HCO; 0,1 M y
posteriormente liofilizado. El liofilizado se almacend a -20 °C y se utilizd para
enriquecer el medio de cultivo con las concentraciones de palmitato requeridas.
Los medios enriquecidos se filtraron con poro de 0,2 pm previo a la

suplementacion con FBS al 5% para asegurar la esterilidad.

5.5. Calculo de la concentracion de palmitato libre

De acuerdo a lo mencionado anteriormente en la seccion 5.4., el
palmitato se prepar6 en una razon 3,3:1 moléculas de lipido por moléculas de
BSA (De Vries et al., 1997). De esta forma se trabajo con concentraciones
equivalentes de palmitato de 100 y 500 uM. Sin embargo, la concentracion de

palmitato libre en solucidén es 6rdenes de magnitud menores que las elegidas.
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Para tener una estimacioén de la concentracion de palmitato libre a la que las
células fueron expuestas en este modelo, se utilizd la curva de unién de
palmitato a BSA publicada por (Richieri et al., 1993). El valor de palmitato libre
se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:
[AGL] (v) = mv + b + ce®v

En donde v corresponde a la razén de union palmitato:BSA y m, b, cy k
corresponden a constantes empiricas para la interaccion palmitato-BSA
(Richieri et al., 1993). De acuerdo a esta ecuacion, el valor de concentracion de
palmitato libre para la mezcla de 500 uM corresponde a 25 nM y para la mezcla
de 100 uM corresponde a 2 nM en nuestras condiciones experimentales. Estos
valores corresponden a una estimacion ya que el proceso de filtrado, necesario
para asegurar la esterilidad del medio de cultivo, retiene parte del BSA.
Ademas el suero contiene una concentracion indeterminada de lipidos que
varia en cada lote. Sin embargo, debido a la baja concentracién de suero
utilizada (5%), se asumié que su contribucion a la concentracién total de
palmitato es despreciable. De aqui en adelante se hara referencia
exclusivamente a las concentraciones libres de palmitato en las distintas

condiciones experimentales.

5.6. Diseino experimental
En el desarrollo de esta tesis se utilizaron dos estimulos principalmente.

En primera instancia se evaluaron los efectos de la estimulacion con palmitato
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(conjugado a BSA, 2 y 25 nM libre, 0-24 h) y TMZ (0,1-100 uM, 0-24 h) de
forma separada y, posteriormente, se evaluo el efecto de la preincubacion con
TMZ (1 uM, 24 h) sobre los cambios inducidos por palmitato (25 nM libre, 3 h).
Con este objetivo, las células se mantuvieron intactas, al menos, durante 24 h
tras el sembrado con el fin de asegurar la adhesion de los cardiomiocitos.
Luego de este periodo, las placas de cultivo se lavaron para eliminar los restos
de la digestion incompleta y/o los cardiomiocitos no adheridos previo a la
realizacion de cualquier experimento. Las células se mantuvieron en
DME:M199 (4:1) 5% FBS durante el periodo experimental, ya que la ausencia
de suero genera fision mitocondrial (Parra et al., 2007). TMZ se disolvié en
agua nanopura estéril y agregada al medio de cultivo en volumenes menores al
1% del volumen final. Para estimular las células con palmitato, el medio de
cultivo se reemplazé por un medio equivalente (DME:M199 [4:1] 5% FBS)
suplementado con la concentracion del complejo palmitato:BSA adecuada.
TMZ se reestablecié en este medio en los casos necesarios y el resto de los
pocillos que no recibieron palmitato se trataron de manera idéntica (cambio de
medio y restitucion de TMZ). Las células se cultivaron en presencia de 5-
bromo-2°-deoxiuridina en todo momento para minimizar la proliferacién de los

fibroblastos residuales del cultivo.
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5.7. Preparacion de extractos celulares totales de proteinas
Los extractos de proteinas totales se obtuvieron para analizar los niveles
de expresion de las siguientes proteinas (mediante Western blot) en las
distintas condiciones de tratamiento:
* Proteinas de la fision mitocondrial, DRP-1y FIS-1.
* Proteinas de la fusién mitocondrial, MFN-2 y OPA-1.
* Proteinas constitutivas de la mitocondria, como HSP70, para evaluar
posibles cambios en la masa mitocondrial inducida por los tratamientos.
Para la obtencidn de los extractos, las células se sembraron en placas de
35 mm a una densidad de 1,5x10° células/placa. Una vez tratadas, las células
se lavaron tres veces con solucidon PBS fria (4 °C), luego se lisaron con 80 pL
de tampén de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 5 mM; NaCl 50 mM,;
triton X-100 1% v/v; aprotinina 20 mg/mL; leupeptina 1 mg/mL; PMSF 1 mM vy
NaszVOs 1 mM). El homogenizado se centrifugoé a 13.000 rpm durante 10 min a
4 °C. El sobrenadante o extracto de proteinas se recuperd en un tubo nuevo,
se determin6d su concentracion por el método de Bradford (BioRad protein
assay, BioRad, Hercules, CA, EEUU) y las proteinas se denaturaron por
ebullicién en tampon SDS-PAGE 4x (Tris Base 40 mM pH 8,0; EDTA 4 mM,;
SDS 4% plv; glicerol 30% v/v; 2-mercaptoetanol 20% v/v; azul de bromofenol),

para ser almacenado posteriormente a -20 °C.
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5.8. Electroforesis en geles de poliacrilamida

La separacion de las proteinas en base a su masa molecular se realizd
mediante electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida. En todos los casos se
cargé alrededor de 30 pg de proteinas, ajustando el volumen segun las
diferencias de concentracién de los distintos extractos. Para resolver proteinas
de masa molecular intermedia (50-90 kDa) se utilizaron geles resolutivos de
poliacrilamida al 10% y geles concentradores al 5%. Para los casos en que
proteinas de masas moleculares muy diferentes fuesen evaluadas en las
mismas muestras, como DRP-1 (~90 kDa) y FIS-1 (~15 kDa) por ejemplo, se
utilizaron geles resolutivos en gradiente continuo del 5 al 20% y geles
concentradores al 3%. La electroforesis se realiz6 a voltaje constante de 120 V

en tampon de electroforesis.

5.9. Electrotransferencia de proteinas

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas se
electrotransferirieron desde el gel hacia una membrana de nitrocelulosa
(BioRad, Hercules, CA, EEUU) de 0,45 pm a 450 mA durante 90 min en

tampon de transferencia con metanol (20% v/v).

5.10. Western blot
Una vez concluida la transferencia, las membranas se tifieron

temporalmente con rojo Ponceau (rojo Ponceau 2%, TCA 30%, acido
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sulfosalicilico 30%) para asegurar que la transferencia haya sido exitosa y que
las proteinas no se encuentren degradadas antes de continuar con el
procedimiento. Luego, la tincion se elimino, lavando la membrana con solucion
TBS con Tween-20 (0,1 % v/v) (TBST). Las membranas se bloquearon, al
menos, por 1 h a temperatura ambiente en TBST con leche descremada
(5% p/v) o BSA (1% pl/v), segun los requerimientos de los anticuerpos
primarios. Posteriormente, las membranas se incubaron con los anticuerpos
primarios anti B-actina y B-tubulina (1:5.000 en leche) o DRP-1, FIS-1, HSP70,
MFN-2 y OPA-1 (1:1.000 en leche) durante toda la noche a 4 °C con agitacion
suave. Al dia siguiente, las membranas se lavaron durante 45 min en TBST y
se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con los anticuerpos
secundarios, conjugados a peroxidasa, anti-lgG de raton o conejo (1:5.000 en
solucion de bloqueo). Luego las membranas se lavaron nuevamente por 45 min
con TBST e incubadas durante 1 min en la solucion quimioluminiscente para
Western blot EZ-ECL. Inicialmente, las bandas se detectaron mediante
exposicidn a peliculas fotograficas Kodak-Biomax y digitalizadas. Sin embargo,
durante el transcurso de la tesis, el método de exposicion se reemplazé por un
equipo de digitalizacion directa de la quimioluminscencia (Syngene). Las
imagenes digitalizadas se analizaron mediante densitometria con el software
Imaged (v1.45s, para MacOS, NIH, EEUU). Luego de realizar los ensayos de
Western blot, las membranas se incubaron por 1 h en solucién de rojo Ponceau

para desprender los anticuerpos (stripping suave). Posteriormente, para
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corregir las posibles diferencias de carga en los geles, se analizaron los niveles
de las proteinas constitutivas [B-actina o B-tubulina siguiendo el mismo

procedimiento descrito anteriormente.

5.11. Inmunofluorescencia indirecta

La técnica de inmunofluorescencia indirecta se utilizd6 para evaluar la
distribucion subcelular de las proteinas de la fision mitocondrial, DRP-1y FIS-1
antes y después de la estimulacidn con palmitato. Para este fin, los
cardiomiocitos se sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de
2,5 x 10° células/pocillo, sobre cubreobjetos de vidrio de 18 mm de didmetro
cubiertos de gelatina (2%). Luego del estimulo, las células se lavaron con PBS
frio, se fijaron con parafolmadehido al 4% en PBS por 20 min, se
permeabilizaron con Tritdn X-100 al 0,1% en PBS por 10 min y se bloquearon
con BSA al 1% (filtrado) en PBS durante 1 h. Posteriormente, las células se
incubaron con los anticuerpos anti-DRP-1 (dilucion 1:250) y anti-FIS-1 (dilucion
1:250) en PBS-BSA 1% durante toda la noche a 4 °C en camara humeda. Al
dia siguiente las células se lavaron con PBS y luego se incubaron durante 2 h a
temperatura ambiente y protegidas de la luz con el anticuerpo secundario Alexa
488 y 543, anti mouse o anti conejo, segun corresponda (dilucion 1:500).
Finalmente, las células se montaron en los portaobjetos respectivos, utilizando
DAKO como medio de montaje, el cual ademas retarda el decaimiento de la

fluorescencia. Una vez montadas, las inmunofluorecencias se observaron en
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un microscopio confocal Carl Zeiss Pascal 5 (Carl Zeiss Microsystems,
Oberkoche, Alemania). El analisis de las imagenes se realizo utilizando el
programa Image J (v1.45s, para MacOS, NIH, EEUU), tal como se describira

mas adelante (Seccion 5.20).

5.12. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial y masa
mitocondrial mediante citometria de flujo

Para estos experimentos se utilizaron placas de cultivo de 12 pocillos
con una densidad de 2,5 x 10° células/pocillo. Para detectar el potencial de
membrana mitocondrial (Wmt) se utilizdé la sonda TMRE (Aexcitacisn: 943 nm,
Aemision: Sobre los 560 nm), mientras que para medir la masa mitocondrial se
uso la sonda Mitotracker Green-FM (Aexcitacion: 488 nm, Aemision: 515-530 nm).
Ambas sondas se cargaron 30 min antes de la realizacion de las mediciones, a
una concentracion final en el medio de cultivo de 200 y 400 nM,
respectivamente. Una vez finalizados los estimulos y la carga de la sonda, se
removio el medio de cultivo y las células se suspendieron utilizando 300 uL de
una solucion de tripsina-EDTA 1x en PBS durante 5 min a 37 °C. Una vez
finalizados los 5 min de tripsinizacién, la reaccion se detuvo utilizando FBS en
una proporcion 1:10. Posteriormente, las células ya cargadas se traspasaron a
tubos BD para citometria y su fluorescencia se analiz6 utilizando un citdmetro
de flujo FACSSCAN (Becton Dickinson, San Jose, CA, EEUU). La sonda

TMRE se utiliz6 en modo nonquenching, por lo que una disminucion en la
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intensidad de la fluorescencia es proporcional a la caida del Wmt. En el caso de
la sonda Mitotracker Green-FM, la fluorescencia es proporcional a la cantidad
de mitocondrias e independiente del Wmt. Para ambos experimentos se utilizd
el desacoplante CCCP (50 yM) durante 30 min como control. Finalmente, los
resultados se expresaron como los promedios de mediciones del promedio de
la intensidad de la poblacién de células vivas normalizadas con respecto a las

células control (Parra et al., 2007).

5.13. Determinacion de viabilidad celular y poblacion SubG1 mediante
citometria de flujo

Para estos experimentos las células se sembraron sobre placas de
cultivo de 12 pocillos a una densidad de 2,5 x 10° células/pocillo. Se utilizé la
sonda ioduro de propipdio (Pl) (Aexcitacisn: 935 nm, Aemisin: 617 nm) en dos
configuraciones: en células intactas, para evaluar viabilidad celular por
exclusion de la sonda en la poblacion viable, y en células permeabilizadas,
para evaluar el perfil de distribucién del DNA y determinar el porcentaje de la
poblacién con el genoma fragmentado (poblacién SubG1). Estas técnicas
representan medidas gruesas de muerte celular por necrosis o apoptosis,
respectivamente (Parra et al., 2013a).

Para determinar viabilidad celular, una vez finalizados los estimulos, se
traspaso el medio de cultivo a un tubo BD para citometria y las células se

suspendieron utilizando 300 pL de una solucion de tripsina-EDTA 1x en PBS
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durante 5 min a 37 °C. Una vez finalizada la tripsinizacion, la reaccion se
detuvo utilizando FBS en una proporcién 1:10. Posteriormente, las células se
traspasaron a los tubos para citometria que contenian el medio de cultivo
respectivo y se agrego Pl (1 ug/ml) y su fluorescencia se analiz6 utilizando un
citometro de flujo FACSSCAN (Becton Dickinson, San Jose, CA, EEUU). La
poblacidn Pl-negativa (células intactas) se defini6 como el primer peak de
fluorescencia (P2) y la poblacién Pl-positiva consideré al segundo peak de
menor intensidad (P3). Estos umbrales se fijaron utilizando como referencia las
células controles y las tratadas con el control positivo (H202) y el mismo umbral
se utilizé para todos los tratamientos por experimento. La viabilidad celular se
expresd como porcentaje de células Pl-positivas respecto del total.

Para determinar la poblacion de células apoptdticas, los cardiomiocitos
se lavaron con PBS y suspendieron con tripsina tras los estimulos. Las células
en suspension se centrifugaron a 1.500 rpm por 5 min a temperatura ambiente
y el PBS se removio. Luego las células se permeabilizaron con metanol (-20
°C) hasta el dia siguiente. Luego de este periodo, el metanol se removio por
centrifugacion y las células se resuspendieron en 300 pl de PBS suplementado
con RNasa (0,1 mg/ml) por 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, a las
células se les agrego Pl (1 pg/ml) y su fluorescencia se analizo en el citometro
de flujo FACSSCAN (Becton Dickinson, San Jose, CA, EEUU). Esta técnica es
una adaptacién de la utilizada para la cuantificacion de las poblaciones G1, S 'y

G2 del ciclo celular, y se basa en que las células apoptdéticas condensan su
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cromatina, lo que dificulta el acceso del colorante al DNA, por lo que aparece
una poblacion celular con menor fluorescencia al lado de la prominente

senal de G1.

5.14. Determinacion de niveles intracelulares de especies reactivas del
oxigeno mediante citometria de flujo

Para estos experimentos se utilizaron placas de cultivo de 12 pocillos
con una densidad de 2,5 x 10° células/pocillo. Para detectar la produccion
intracelular general de EROs se utilizdé Ila sonda permeable
2',7'-diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H2DCFDA) (Aexcitacion: 429-495 nm,
Aemisisn: 517-527 nm). La sonda se cargo 30 min antes de la realizacion de las
mediciones a 37 °C protegida de la luz. Una vez finalizados los estimulos y la
carga de la sonda, se removi6 el medio de cultivo y las células se suspendieron
utilizando 300 uL de una solucion de tripsina-EDTA 1x en PBS durante 5 min a
37 °C. Posteriormente, la reaccion se detuvo utilizando FBS en una proporcion
1:10 y las células se traspasaron a tubos BD para citometria. La fluorescencia
se analizo utilizando un citdmetro de flujo FACSSCAN (Becton Dickinson, San
Jose, CA, EEUU). En todos los experimentos se utilizé H2O, (90 yM) como

control positivo de EROs.
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5.15. Determinaciéon de los niveles intracelulares de ATP mediante
luminometria

Para la medicion de los niveles intracelular de ATP se utilizaron placas
de cultivo de 96 pocillos a una densidad de 2x10* células/pocillo. Una vez
finalizados los tratamientos, se lavaron las placas y se reemplaz6 el medio por
20 pL de solucién Krebs con Ca** (145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM EGTA, 1
mM MgClz, 10 mM HEPES-Na, 5.6 mM glucosa, pH 7.4). A continuacion, se
adicion6 el tampon de lisis del kit Cell Titer-Glo® (Promega Corporation,
Madison, WI, EEUU) en una relacién 1:1. La placa se agité durante 2 min con
el fin de completar la reaccidn. Posteriormente, el lisado se traspasé a una
placa opaca de 96 pocillos y se analizé en un lumindmetro TopCountNXT
(Perkin-Elmer, Waltham, MA, EEUU), siendo la luminiscencia estable por un
periodo de hasta 4 h de acuerdo al fabricante. Finalmente, los resultados se
expresaron como los promedios de medidas normalizadas a las células sin

tratamiento o control.

5.16. Medicion de la velocidad de consumo celular de oxigeno mediante
oxigrafia de Clark

Para estos experimentos se utilizaron placas de cultivo de 60 mm con
una densidad celular de 3x10° células/placa. Una vez finalizados los estimulos,
se lavaron las células tres veces con solucion PBS. Posteriormente, las células

se suspendieron utilizando 1 mL de solucién tripsina-EDTA 1x disuelta en PBS,
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durante 5 min a 37 °C, esta reaccion luego se detuvo con FBS en una
proporcion 1:10. Una vez finalizada la tripsinizacion, las células se traspasaron
a un tubo Eppendorf y se centrifugaron por 5 min a 1600 rpm. Finalmente, se
eliminé el sobrenadante y el pellet se resuspendid en 200 yL de PBS, los
cuales se traspasaron a una camara hermética, termorregulada (25 °C) y
conectada a un electrodo. El volumen final fue de 400 pL y el registro se realizo
en solucién PBS. La velocidad del consumo de oxigeno se registr6 mediante
un electrodo de Clark 5331 (Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, OH,
EEUU), acoplado a un sistema de registro digital con el programa WinDaq Data
Acquisition Software (Akron, OH, EEUU). Los datos se guardaron en formato
.csv y se analizaron utilizando el programa Origin Pro (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, EEUU). Una vez que se extrajeron las pendientes de las
curvas obtenidas para cada condicion, los resultados se expresaron como
promedios de las mediciones normalizadas con respecto a las células control
(Araya-Maturana et al., 2002; 2006).

Adicionalmente, y como un control interno de todos los experimentos
realizados, antes de que las células consumieran el 100% del oxigeno presente
en la camara, se evaluo la velocidad de respiracion desacoplada, la cual da
cuenta de la capacidad total de la cadena trasportadora de electrones. Para
ello, una vez que las células habian consumido aproximadamente el 75% del
oxigeno de la camara, se les agregé CCCP a una concentracion final de 200

nM (Brand & Nicholls, 2011).
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5.17. Deteccion de esfingolipidos intracelulares por cromatografia en fase
liquida y espectroscopia de masa

Para estos experimentos los cardiomiocitos se sembraron en placas de
35 mm a una densidad de 1,5x10° células/placa. Una vez finalizados los
estimulos con palmitato, las células se lavaron 3 veces con PBS a temperatura
ambiente, se suspendieron con 1 mL de solucion de tripsina-EDTA 1x en PBS
durante 5 min a 37 °C y luego la digestibn se detuvo con FBS en una
proporcion 1:10. Posteriormente, las células en suspensién se traspasaron a un
tubo Eppendorf y se centrifugaron por 5 min a 1.600 rpm en camara fria, se
aspir6 el sobrenadante y se volvieron a lavar 2 veces con 1 mL de PBS frio (4
°C) para eliminar la tripsina y el suero. El pellet del segundo lavado se
resuspendié en 100 uL de PBS, se tomaron 15 uL para determinar la cantidad
de proteina por muestra (método de BCA), y el resto se centrifugd nuevamente.
Se aspiré completamente el sobrenadante de la ultima centrifugacion y pellet
seco se congeld por inmersion en nitrogeno liquido y se almaceno a -80 °C
hasta su analisis.

El contenido celular de esfingolipidos se determind mediante
cromatografia liquida de ultra rendimiento (del inglés: ultra high performance
liquid chromatography) acoplada a espectroscopia de masa (UPLC/MS/MS).
Para esto, los pellets se descongelaron y homogenizaron en un tampon de lisis
(250 mM sacarosa; 25 mM KCI; 0,5 mM EDTA; 50 mM Tris, pH 7,4). Los

lisados se suplementaron con una solucion de estandar interno, compuesta de
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17C-esfingosina, 17C-esfingosina-1-fosfato y 17C16-ceramida (Avanti Polar
Lipids Inc, Albaster, AL, EEUU), y una mezcla de extraccibn compuesta de
isopropanol:agua:acetato de etilo (30:10:60 v/v). La mezcla se agitd, sonico y
centrifugé por 10 min a 4.000 rpm. Los sobrenadantes se transfirieron a un
nuevo tubo y los pellets fueron re-extraidos y centrifugados nuevamente.
Posteriormente, los sobrenadantes se combinaron y evaporaron bajo flujo de
nitrogeno. Las muestras secas se reconstituyeron en 100 yl de LC Solvent A
(1 mM formato de amonio; 0,15% acido férmico, en metanol) para el analisis
por UPLC/MS/MS en un sistema Water Acquity UPCL (Milfor, MA, EEUU)
acoplado a un espectrémetro de masa Thermo TSQ Quantum Ultra (Waltham,

MA, EEUU) (Blachnio-Zabielska et al., 2012a; 2012b).

5.18. Determinacién de la morfologia mitocondrial

Para el analisis de morfologia mitocondrial en cardiomiocitos se ultilizo la
sonda Mitotracker Green FM (400 nm) y un microscopio confocal invertido Carl
Zeiss Pascal 5 equipado con una camara enfriada CCD y un software de
adquisicion de imagenes LSM. Para este fin, los cardiomiocitos se trataron con
los diferentes estimulos, luego se lavaron tres veces con solucion Krebs y se
incubaron por 30 min a 37 °C con la sonda preparada en la misma solucién, a
partir de un stock al 20% en DMSO. Al finalizar este tiempo, los cardiomiocitos
nuevamente se lavaron con solucion Krebs y se utilizaron dentro de la siguiente

hora. Los cubreobjetos conteniendo los cardiomiocitos cargados con
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Mitotracker Green se montaron en una camara de perfusion de 1 mL de
capacidad, con 500 pL de solucidon Krebs y se visualizaron en el microscopio,
tras su excitacion con un laser de argon a 488 nm. Las imagenes de
fluorescencia se adquirieron como secuencias de profundidad de 10 imagenes
en el eje Z cada 0,5 ym, con el fin de recorrer la célula completa en el eje
vertical. Se utilizé un lente objetivo de 60x con una apertura numeérica de 1,2.
En la mayoria de las secuencias las dimensiones de las imagenes fueron de

1024 x 1024 pixeles (Parra et al., 2007).

5.19. Determinacion de depésitos intracelulares de lipidos neutros

Para analizar el contenido de lipidos neutros al interior de las células se
utilizé la sonda especifica HCS LipidTOX. Para esto, los cardiomiocitos se
sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 5x10° células/pocillo
sobre cubreobjetos de vidrio de 25 mm de diametro cubiertos de gelatina (2%).
Luego de los estimulos, las células se lavaron con PBS frio, se fijaron con
parafolmadehido al 4% en PBS suplementado con Hoechst (16,2 yM) por
20 min y se mantuvieron en PBS refrigeradas hasta el momento de su
utilizacion protegidas de la luz. Previo a la visualizacion en el microscopio, las
células se incubaron y mantuvieron en una solucidén de trabajo de LipidTOX
(1:1000) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las células se cargaron
con la sonda por 30 min y se mantuvieron en esta solucion durante la

visualizacion. Se utilizd un microscopio confocal invertido Carl Zeiss Pascal 5
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equipado con una camara enfriada CCD y el software de adquisicion de
imagenes LSM. El numero total de gotas de lipido y el area total de lipidos se
cuantificaron utilizando la herramienta de analisis de particulas incluida en
Imaged. Debido a la alta razén sefal/ruido de la sonda y al bajo numero de
gotas de lipido por célula, no fue necesario deconvolucionar las imagenes para

su analisis.

5.20. Inmunodeteccién de esfingolipidos in situ

La deteccion de esfingolipidos in situ se utilizé para evaluar la
produccion de intermediarios de la ruta de sintesis de ceramidas en células
tratadas con palmitato y/o TMZ. Para este fin, se sembraron los cardiomiocitos
en placas de 12 pocillos a una densidad de 2,5x10° células/pocillo, sobre
cubreobjetos de vidrio de 18 mm de diametro cubiertos de gelatina (2%). Luego
del estimulo, las células se lavaron con PBS frio y se prepararon para
inmunofluorescencia tal como se describié en el punto 5.11. de esta seccién.
Posteriormente, las células se incubaron con un anticuerpo contra esfingosina
(1:100, mouse) a temperatura ambiente durante la noche en presencia de
Hoechst (16,2 pM). Al dia siguiente, las células fueron lavadas 3 veces con
PBS e incubadas con un anticuerpo secundario anti-lgG de ratdén conjugado a
Alexa 543 (1:300) durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente, las células
se montaron en los portaobjetos respectivos utilizando DAKO como medio de

montaje Las inmunofluorecencias se observaron en un microscopio confocal
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Carl Zeiss Pascal 5 (Carl Zeiss Microsystems, Oberkoche, Alemania). El
analisis de las imagenes se realizo utilizando el programa Image J (v1.45s,
para MacOS, NIH, EEUU). Para este fin se delimité el perimetro celular y se
determiné la intensidad total de fluorescencia por célula, la cual se normalizé
por el area celular para evitar desviaciones en la intensidad causadas por
diferencias de tamano. Los datos se expresaron como unidades arbitrarias de

fluorescencia dividida por area.

5.21. Analisis digital de imagenes

Para las secuencias de imagenes obtenidas con la sonda Mitotracker
Green-FM, la eliminacion de la fluorescencia fuera de foco se realiz6 usando el
modelo tedrico de algoritmo de deconvolucién Landweber y la PSF (Point
Spread Function) correspondiente a las condiciones experimentales. Una vez
deconvolucionadas las imagenes, se contoé el numero de particulas, definidas
como todo objeto mayor de 10 voxels (pixel en 3 dimensiones), asi como su
volumen, todo lo cual se realiz6 utilizando el programa accesorio 3D Object
Counter para Imaged (Parra et al., 2007). Se determinaron el numero total de
objetos (mitocondrias) por célula y el volumen promedio de las particulas,
equivalente al volumen total determinado dividido por el numero total de
particulas. Aumentos en el numero de particulas, acompafados de una
disminucién en el volumen promedio se consideraron evidencia de fision

mitocondrial y viceversa (Parra et al., 2007).
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La cuantificacion digital de la colocalizacion de las imagenes de
inmunofluorescencia indirecta se realizé analizando los coeficientes de
Manders para cada una de las sefales fluorescentes en estudio y asociadas a
dos canales diferentes en el microscopio confocal, utilizando el programa
accesorio Colocalization Finder para ImageJ. Previo a este analisis, también se
utilizé la eliminacion de la fluorescencia fuera de foco usando el modelo tedrico
de algoritmo de deconvolucién Landweber y la PSF (Point Spread Function)

correspondiente para cada condicion de lente objetivo y fluorescencia utilizada.

5.22. Analisis estadistico

Dependiendo del tipo de experimento, los resultados se muestran como
figuras representativas o como promedios *+ SEM de, al menos, tres
experimentos independientes. Los datos se analizaron mediante analisis de
varianzas (ANOVA) y se utilizaron las pruebas a posteriori de Tuckey o Dunnett
para buscar diferencias entre todos los niveles de tratamiento o en referencia a
los controles, respectivamente. La significancia estadistica se considerd con un

alfa de 0,05.
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6. RESULTADOS

A fin de responder el primer objetivo planteado en esta tesis: “evaluar los
efectos de palmitato sobre morfologia, funcion mitocondrial y viabilidad en
cardiomiocitos” se procedid a caracterizar la maquinaria de morfologia
mitocondrial, el metabolismo mitocondrial y la viabilidad de cardiomiocitos
tratados con palmitato. Para este fin, se utilizaron dos concentraciones de
palmitato, una baja e inocua y otra alta y toxica (equivalentes a 2 y 25 nM libre),
previamente descritas en modelos de cardiomiocitos (Dyntar et al., 2001;
Hickson-Bick et al., 2002). Con estas concentraciones se probaron diferentes
tiempos a modo de caracterizar la respuesta de los cardiomiocitos en nuestras

manos.

6.1. Efectos de palmitato sobre la morfologia mitocondrial

Diversos reportes en la literatura han mostrado los efectos toxicos de
palmitato. Particularmente, se ha descrito que palmitato induce apoptosis en
cardiomiocitos en cultivo, caracterizado por la liberacidn de citocromo c,
pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Wmt), activacién de caspasa-
3 y fragmentacion del DNA.

En la primera parte del primer objetivo se estudiaron los efectos de
palmitato sobre la morfologia mitocondrial mediante la evaluacion del numero
de células con mitocondrias fragmentadas, el numero de particulas

mitocondriales y el volumen mitocondrial promedio por célula. Para este
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objetivo, los cardiomiocitos se trataron con palmitato (2 y 25 nM libre) por 0 —
24 h y se observo la red mitocondrial utilizando la sonda Mitotracker Green-FM
(400 nM) y un microscopio confocal Carl Zeiss LSM-5, Pascal 5 Axiovert 200.
En la Figura 5A se observa que la concentracion menor de palmitato (2 mM)
indujo fragmentacion mitocondrial aparente a las 6 h, reflejado en un aumento
significativo del porcentaje de células con mitocondrias fragmentadas a las 3 y
6 h (Figura 5B). Sin embargo, esta técnica resulta demasiado dependiente del
criterio del observador, lo que podria generar falsos positivos. Por lo tanto, para
contar con un criterio mas objetivo, se cuantificé el numero de mitocondrias por
célula y el volumen promedio de forma automatica utilizando el plugin Object
Counter 3D para Imaged. Aumentos en el numero de mitocondrias
acompanados de una disminucion en el volumen promedio se consideraron
como criterios de fision mitocondrial. En las Figuras 5C-D se observa que
palmitato 2 nM no modifico significativamente el numero de mitocondrias por
célula y que el volumen mitocondrial promedio solamente disminuy6 de forma
significativa a las 3 h. De manera mas consistente, el tratamiento con la
concentracion mayor de palmitato (25 nM) generd fragmentacion mitocondrial
evidente desde las 3 h (Figura 6A), ya que aumentd significativamente el
porcentaje de células con mitocondrias fragmentadas (Figura 6B) y el numero
de mitocondrias por célula (Figura 6C), mientras que el volumen mitocondrial
promedio disminuy¢ significativa (Figura 6D). Estos cambios fueron evidentes

desde las 3 h y se mantuvieron hasta las 24 h.

83



150+

1004

Células con mitocondrias
fragmentadas (%)
[
<
*

Control 3h 6h 24h
Palmitato (h)

300

200+

100+

Numero de mitocondrias
por célula

G T
Control 3 6 24
Palmitato (h)

800~

3
<3
i

Volumen mitocondrial
promedio (voxels)
N B
[=] o
? d
*

Control  3h 6h 24h
Palmitato (h)

Figura 5. Efectos de palmitato 2 nM sobre la morfologia mitocondrial de
cardiomiocitos en cultivo. Se muestran reconstrucciones 3D de imagenes
deconvolucionadas de cardiomiocitos incubados con palmitato 2 nM (A) por los
tiempos indicados. Escala: 20 um. Se determinaron el numero de células con
patrén mitocondrial fragmentado (B), el numero de mitocondrias por células (C)
y el volumen mitocondrial promedio (D). *p<0,05 vs. Control, Dunnett post
ANOVA 1-via, n = 6.
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Figura 6. Efectos de palmitato 25 nM sobre la morfologia mitocondrial de
cardiomiocitos en cultivo. Se muestran reconstrucciones 3D de imagenes
deconvolucionadas de cardiomiocitos incubados con palmitato 25 nM por los
tiempos indicados. Escala: 20 um. (A) Se determinaron el numero de células
con patrén mitocondrial fragmentado (B), el numero de mitocondrias por
células (C) y el volumen mitocondrial promedio (D). *p<0,05; *p<0,05; *p<0,00
vs. Control, Dunnett post ANOVA 1-via, n = 6.
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En conjunto, estos resultados sugieren que la red mitocondrial se
fragmenta en respuesta al tratamiento con palmitato. Sin embargo, dada la
naturaleza dinamica del control morfolégico mitocondrial, un estado
aparentemente fisionado puede ser el resultado de una disminucion en la tasa

de fusidon o de un aumento de la tasa de fision.

6.2. Efectos de palmitato sobre la distribucion subcelular de las proteinas
de fision mitocondrial

Un criterio adicional a los ya utilizados para definir los procesos de fision
y fusién mitocondrial, es el estudio de los cambios en el estado de equilibrio de
los efectores proteicos involucrados en estos procesos. La fisibn mitocondrial
requiere de la translocacion de la proteina DRP-1 hacia el compartimiento
mitocondrial (Smirnova et al., 2001). Para evaluar la participaciéon de la
maquinaria de fision en los efectos de palmitato, se estudio la colocalizacién de
DRP-1 con FIS-1 mediante inmunofluorescencia indirecta (Parra et al., 2007).
Evidencias previas del laboratorio indican que esta maquinaria opera
efectivamente en los cardiomiocitos neonatos y que aumentos en la fision
mitocondrial se asocian con un aumento de la colocalizacion efectiva de DRP-1
con FIS-1 (Parra et al., 2007).

Para evaluar si palmitato induce fragmentacién de la red mitocondrial a
través de un aumento de la fision, las células se trataron con las mismas

condiciones sefialadas anteriormente y se evalud la colocalizacién efectiva
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mediante el coeficiente de Mander (Parra et al., 2007). La Figura 7 muestra
que palmitato 2 nM no produjo cambios significativos en el coeficiente de
Mander, por lo que no afecté la localizacién subcelular de DRP-1. Sin embargo,
como muestra la Figura 8, la concentracion mayor de palmitato (25 nM) indujo
un aumento significativo de la colocalizacion efectiva desde las 3 hasta las 24
h. De acuerdo a lo esperado, no se detectd ningun cambio en ninguna
condicion en el coeficiente de Mander en el Ch2 respecto del Ch1 (Figuras 7-
8), dado que FIS-1 es una proteina anclada a la membrana externa de la
mitocondria la cual no puede desplazarse libremente, a diferencia de DRP-1
que es una proteina de ubicacion fundamentalmente citosdlica que es
reclutada a la mitocondria. Estos resultados, en conjunto con la Figura 6
sugieren fuertemente que palmitato 25 nM gatilla fragmentacion mitocondrial
mediante la activacion de la maquinaria de fision. Por otra parte, palmitato 2 nM
no indujo efectos significativos en la distribucion de DRP-1, confirmando los

resultados observados en la Figura 7.
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Figura 7. Palmitato 2 nM no altera la distribuciéon subcelular de DRP-1 en
cardiomiocitos en cultivo. (A)Imagenes representativas de inmuno
fluorescencias de cardiomiocitos tratados con palmitato 2 nM en los tiempos
indicados. Se muestra la tincion para DRP-1 (rojo, izq) y FIS-1 (verde, centro) y
‘merge” (amarillo, der). Escala: 20 um. Los coeficientes de Mander se
calcularon para la colocalizacion especifica de DRP-1 a FIS-1 (Ch1, B) y de
FIS-1 sobre DRP-1 (Ch2, C). n = 4.
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Figura 8. Palmitato 25 nM induce la translocacion de DRP-1 hacia la
mitocondria en cardiomiocitos en cultivo. (A) Imagenes representativas de
inmuno-fluorescencias de cardiomiocitos tratados con palmitato 25 nM en los
tiempos indicados. Se muestra la tincion para DRP-1 (rojo, izq) y FIS-1 (verde,
centro) y “merge” (amarillo, der). Escala: 20 um. Los coeficientes de Mander se
calcularon para la colocalizacion especifica de DRP-1 a FIS-1 (Ch1, B) y de
FIS-1 sobre DRP-1 (Ch2, C). *p<0.05 vs. Control, Dunnett post ANOVA 1-via,
n=4.

91



Para profundizar el estudio de la translocacion de DRP-1 hacia la
mitocondria, las mismas imagenes se analizaron utilizando un protocolo de
segmentacion radial mediante un programa desarrollado por nuestro
laboratorio. Brevemente, las células se aislaron en las imagenes, sus centros
(nucleos) se definieron manualmente y el analisis radial se realiz6 en zonas
concéntricas como se muestra en la Figura 9. Los coeficientes de Mander se
calcularon para las zonas definidas en células control y tratadas con palmitato
25 nM por 3 h como se muestra en la Figura 10. No se encontraron diferencias
significativas en el grado de colocalizacion en las diferentes zonas. Estos
resultados muestran que DRP-1 es reclutado a la mitocondria de forma no
diferencial a lo largo de toda la célula. No se encontré6 ningun aumento
significativo en el grado de colocalizacion en ninguna zona en las células

tratadas con palmitato 2 nM (no mostrado).
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Radial Central

Perinuclear

Nuclear

Figura 9. Segmentaciéon radial. Se muestra una imagen de las zonas
definidas en el analisis de segmentacion radial. La intensidad de la sefial o lo
colocalizacion pueden ser analizadas separadamente para cada region y para
la célula completa. Las regiones excéntricas se definieron como: Nuclear,
Perinuclear, Central y Radial (Bravo et al., 2011).
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Figura 10. Efectos de palmitato sobre la distribucion radial de DRP-1 en
cardiomiocitos en cultivo. (A)Imagenes representativas de inmuno-
fluorescencias de cardiomiocitos controles y tratados con palmitato 25 nM por
3 h. Se muestra la tincion para FIS-1 (verde, izquierda), DRP-1 (rojo, centro) y
la superposicion de ambas imagenes o “merge” (amarillo, derecha). Escala:
20 ym. (B) Los coeficientes de Mander se calcularon para la colocalizacion
especifica del Ch1 sobre el Ch2 y el Ch2 sobre el Ch1 (C) en las diferentes
zonas celulares. *p<0.05 vs. Control, ANOVA 2-vias, n = 4.

95



6.3. Efectos de palmitato sobre la masa mitocondrial en cardiomiocitos

La morfologia mitocondrial depende del balance entre los procesos de
fusidn y fisidon mitocondrial, pero también puede ser influenciada por las tasas
de biogénesis mitocondrial y degradacion por mitofagia (Diaz & Moraes, 2008).
Los resultados descritos anteriormente sugieren fuertemente que los efectos
morfolégicos de palmitato se deben a cambios en la actividad de las proteinas
de fision mitocondrial. Sin embargo, alteraciones en mitogénesis o mitofagia no
pueden ser descartadas. Para clarificar este punto se evalud, mediante
Western blot, la expresion de la proteina mitocondrial constitutiva HSP70, una
proteina no relacionada con los procesos de dinamica mitocondrial y parte
estructural del complejo de importacion de proteinas mitocondriales TOM20
(Diaz & Moraes, 2008). Como se muestra en la Figura 11, el tratamiento con
palmitato no produjo cambios en los niveles de expresiéon de HSP70, lo que
sugiere que no hay modificaciones en la masa mitocondrial.

De manera complementaria, se evalué la masa mitocondrial mediante
citometria de flujo utilizando la sonda Mitotracker Green, cuya retencion en la
mitocondria no depende del Wmt, a través de la determinacion de la
fluorescencia total de la poblacion de células vivas. Contrario a lo anticipado,
en la Figura 12 se observa una disminucion significativa de la fluorescencia en
los cardiomiocitos tratados con 25 nM de palmitato a todos los tiempos. Estos
resultados son contrarios a los expuestos anteriormente; sin embargo, esto

podria deberse a artefactos en la técnica introducidos por el exceso de lipidos.
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Se ha descrito que la incorporacién de Mitotracker Green a la mitocondria, si
bien no depende de potencial tal como lo muestra el control con CCCP,
requiere de la interaccion con lipidos y proteinas de la membrana mitocondrial
interna por mecanismos no dilucidados. En las condiciones de exceso de
palmitato, puede que estas interacciones se vean afectadas, alterando la
incorporacion adecuada de la sonda. Debido a esto, se decidié considerar

solamente los resultados obtenidos mediante Western blot.
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Figura 11. Palmitato no afecta los niveles de expresion de HSP70 en
cardiomiocitos en cultivo. (A) Western blot representativo para HSP70 de
extractos de células tratadas con palmitato a los tiempos y concentraciones
indicadas. (B) Analisis densitométrico de los niveles de expresién de HSP70
normalizado contra B-actina y expresado como veces sobre control. n = 3.
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Figura 12. Palmitato 25 nM induce pérdida de la fluorescencia de
Mitotracker green en cardiomiocitos en cultivo. (A) Graficos representativos
de experimentos de citometria de fluorescencia de Mitotracker green en las
poblaciones de células vivas tratadas con palmitato a los tiempos vy
concentraciones indicadas. La fluorescencia media se determind y normalizé a
los controles. (B) Se muestra el efecto del desacoplante mitocondrial CCCP
como control de carga de la sonda. **p<0,01, ***p<0,001 vs. Control, Dunnett
post ANOVA 1-via, n = 4.
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6.4. Efectos de palmitato sobre los niveles de las proteinas de dinamica
mitocondrial

De manera de caracterizar mas profundamente la fisidn mitocondrial
observada con palmitato, los niveles de expresion de las proteinas de fision
DRP-1 y FIS-1 se evaluaron mediante Western blot. Las Figuras 13-14
muestran que el tratamiento con palmitato no modificd los niveles totales de

expresion de las proteinas de fisibn mitocondrial.
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Figura 13. Palmitato no altera los niveles totales de DRP-1 en
cardiomiocitos en cultivo. (A) Western blot representativo de DRP-1 de
extractos totales de ceélulas incubadas con palmitato a los tiempos y
concentracion indicados. (B) Analisis densitométrico de la expresiéon de Drp-1
normalizada contra B-actina y expresado como veces sobre control. n = 3.
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Figura 14. Palmitato no afecta los niveles totales de FIS-1 en
cardiomiocitos en cultivo. (A) Western blot representativo de FIS-1 de
extractos totales de cardiomiocitos tratados con palmitato por los tiempos y
concentraciones indicados. (B) Analisis densitométrico de la expresion de Fis-1
normalizada contra B-actina y expresada como veces sobre control. n = 3
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6.5. Efectos de palmitato sobre el metabolismo mitocondrial en los
cardiomiocitos

Considerando los resultados hasta aqui expuestos y la relacion que
existe entre morfologia y funcion mitocondrial (Kuzmicic et al., 2011), algunos
parametros metabdlicos se determinaron a fin de caracterizar con mayor
profundidad los efectos de palmitato en cardiomiocitos. Para este fin, se
evaluaron tres marcadores metabdlicos: Wmt, contenido intracelular de ATP, y
consumo celular de oxigeno, los que en conjunto dan cuenta del metabolismo y
funcionalidad de la mitocondria en nuestro modelo.

El potencial mitocondrial de membrana se midié mediante citometria de
flujo con la sonda tetrametil rodamina-éster (TMRE). En la Figura 16, se
observa que palmitato 25 nM produjo una pérdida significativa del potencial
mitocondrial a las 24 h. De manera consecuente con los resultados anteriores,

palmitato 2 nM no tuvo efectos sobre el potencial mitocondrial Figura 15.
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Figura 15. Palmitato 2 nM no altera el potencial mitocondrial en
cardiomiocitos en cultivo. (A) Graficos representativos de experimentos de
citometria de fluorescencia de TMRE en las poblaciones de células vivas
tratadas con palmitato 2 nM a los tiempos indicados. La fluorescencia media se
determind y normaliz6 a los controles. (B) Se muestra el efecto del

desacoplante mitocondrial CCCP como control positivo de despolarizacion
mitocondrial. n = 4.
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Figura 16. Palmitato induce pérdida del potencial mitocondrial a tiempos
tardios en cardiomiocitos en cultivo. (A) Graficos representativos de
experimentos de citometria de fluorescencia de TMRE en las poblaciones de
células vivas tratadas con palmitato 25 nM a los tiempos indicados. La
fluorescencia media se determind y normalizé a los controles. (B) Se muestra
el efecto del desacoplante mitocondrial CCCP como control positivo de

despolarizacion mitocondrial. **p<0,01, ***p<0,001 vs. Control, Dunnett post
ANOVA 1-via, n = 4.
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El potencial mitocondrial de membrana es la fuerza motriz para la
sintesis de ATP por la ATP sintasa mitocondrial o complejo V. Si palmitato
produce despolarizacién mitocondrial, es esperable observar una disminucion
de los niveles intracelulares de ATP. Para testear esta hipotesis, se realizaron
experimentos de medicion de usando un kit comercial basado en la reaccion
luciferina/luciferasa (Cell Titer-Glo) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La Figura 17 muestra que el tratamiento por 3 h con palmitato 25
nM redujo significativamente los niveles intracelulares de ATP, a pesar de a

que este tiempo el potencial no es distinto a los controles (Figura 16).
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Figura 17. Palmitato reduce los niveles intracelulares de ATP en
cardiomiocitos en cultivo. Los niveles intracelulares de ATP se midieron
utilizando un kit basado en la reaccion luciferina/luciferasa (CellTiter-Glo,
Promega) y normalizados contra el Control. Las células se trataron con
palmitato 25 nM (3 h) u oligomicina (1 h) como control positivo de disminucion
de ATP. *p<0,05, ***p<0,001 vs. Control. Dunnett post ANOVA 1-via, n = 6.
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De forma paralela, se investigo la velocidad de respiracidén celular, ya
que el consumo de oxigeno puede ser correlacionado con la actividad de la
cadena transportadora de electrones y el metabolismo mitocondrial. Para este
propdsito se mididé el consumo de oxigeno mediante oxigrafia de Clark. La
Figura 18 muestra que las velocidades de consumo de oxigeno basal y
maxima (desacoplada), disminuyen significativamente en las células tratadas

con palmitato 25 nM por 3 h.
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Figura 18. Palmitato reduce la velocidad de respiracion basal y
desacoplada en cardiomiocitos en cultivo. El consumo de oxigeno se
determiné mediante un oxigrafo de Clark y normalizé a la respiracion basal de
los controles. Se muestra el efecto del tratamiento con palmitato 25 nM por 3 h.
El consumo maximo se registré al agregar 200 nM del desacoplante CCCP en
la camara de incubacion. **p<0,01 vs. Control. Tuckey post ANOVA 1-via,
n=3.
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La actividad oxidativa mitocondrial a menudo se asocia con produccion
de EROs, especialmente en condiciones de muerte o toxicidad celular.
Palmitato se ha relacionado con aumento de EROs en algunos modelos
(Summers, 2006) por lo que se evalud la produccion de EROs en nuestras
condiciones experimentales mediante la utilizacion de la sonda
2',7'-diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H,DCFDA) y citometria de flujo. La
Figura 19 muestra que palmitato 25 nM (3h) no aumenté las EROs en
cardiomiocitos. Resultados similares han sido descritos previamente usando un

modelo de cardiomiocitos neonatos en cultivo (Hickson-Bick et al., 2000).
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Figura 19. Palmitato no produce cambios en la cantidad de EROs en los
cardiomiocitos en cultivo. (A) Graficos representativos de experimentos de
citometria de fluorescencia de H,DCFDA en las poblaciones de células vivas
tratadas con palmitato 25 nM por 3 h. La fluorescencia media se determind y
normalizé a los controles. (B) Se muestra el efecto de H,O, como control
positivo de EROs. ***p<0,001 vs. Control, Dunnett post ANOVA 1-via, n = 5.
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6.6. Efectos de palmitato sobre la producciéon endégena de ceramidas

En literatura se ha descrito que el palmitato es un sustrato preferencial
para la sintesis de novo de ceramida (Summers, 2006) lo que a su vez se ha
correlacionado con fision mitocondrial en cardiomiocitos (Parra et al., 2007).
En nuestro modelo se evalud la produccién de diversos intermediarios de la via
de sintesis de novo de ceramida mediante espectrometria de masa en
colaboracion con el laboratorio del Dr. Michael Jensen de la Clinica Mayo.
La Figura 20 resume los hallazgos mas relevantes. En nuestras condiciones
de trabajo palmitato 25 nM aumento significativamente los niveles del precursor
de ceramidas esfinganina (Figura 20A), sustrato de la enzima ceramida
sintasa (Summers, 2006), y los niveles de C16-ceramida (Figura 20B).
Palmitato no cambi6 los niveles de esfingosina, intermediario de la via de
degradacion de ceramidas (Summers, 2006) (Figura 20C). En la Figura 20D
se muestra una tendencia al aumento de esfingosina 1-fosfato, sustrato de la
via de rescate de ceramidas (Summers, 2006), por el tratamiento con
palmitato, pero no alcanzo significancia estadistica. De forma consistente con
los resultados previos, palmitato 2 nM no incrementé los niveles de ninguno de

los intermediarios evaluados (Figura 20).
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Figura 20. Palmitato aumenta los niveles intracelulares de ceramidas en
cardiomiocitos en cultivo. Los niveles intracelulares de los intermediarios de
la via de sintesis y degradacidén de ceramidas esfinganina (A), ceramida C16
(B), esfingosina (C) y esfingosina 1-fosfato (D) se determinaron por
espectroscopia de masa en cardiomiocitos tratados con palmitato 2 y 25 nM

por los tiempos indicados. *p<0,05, **p<0,01 vs. Control. Tuckey post
ANOVA 1-via, n =4,
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6.7. Efectos de palmitato en la sobrevida celular

Dado que la lipotoxicidad por acidos grasos ha sido ampliamente
asociada con procesos de muerte celular, y el hecho de que el kit de medicion
de ATP empleado puede ser utilizado también como un kit de viabilidad celular,
resulta necesario evaluar muerte celular en nuestras condiciones de trabajo.
Para esto se analizd la viabilidad celular mediante dos técnicas basadas en
citometria de flujo: incorporacion de ioduro de propidio (Pl) en células intactas y
tincion SubG1 con Pl en células permeabilizadas. La Figura 21 muestra los
resultados para la incorporacion de Pl. En estas condiciones palmitato 25 nM
caus6 muerte celular a tiempos de incubacién largos (24 h), con valores
similares al control positivo. De manera similar, la Figura 22 muestra que
palmitato 25 nM indujo apoptosis a tiempos tardios. No se observé muerte

celular significativa en el tratamiento con palmitato 2 nM (Figuras 21-22).
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Figura 21. Palmitato reduce la viabilidad celular en cardiomiocitos en
cultivo. (A) Graficos representativos de citometria de incorporacion de Pl en
células intactas en las concentraciones y tiempos indicados. La incorporacion
de PI se cuantificd en la poblacion PI positiva (P3) en las células tratadas con
palmitato 25 nM a los tiempos indicados (B). H20, (175 mM, 30 min) se
muestra como control positivo de muerte celular.***p<0.001 vs. Control,
Dunnett post ANOVA 1-via, n = 4.
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Figura 22. Palmitato induce apoptosis en cardiomiocitos en cultivo.
(A) Graficos representativos de citometria para la tincion con Pl y analisis de
poblacién SubG1 en las concentraciones y tiempos indicados. (B) El porcentaje
de células con fluorescencia menor al maximo de la poblacién G1 (poblacion
SubG1, P2) se cuantificd en células tratadas con palmitato 25 nM a los tiempos
indicados. **p<0,01 vs. Control, Dunnett post ANOVA 1-via, n = 4.
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6.8. Efectos de TMZ sobre la morfologia mitocondrial de los
cardiomiocitos

Para continuar con el desarrollo del segundo objetivo planteado en esta
tesis: “estudiar los efectos de TMZ sobre morfologia, funcion mitocondrial y el
cambio metabdlico en cultivos primarios de cardiomiocitos" se procedié a
realizar una bateria de experimentos similar a la anterior, reemplazando los
estimulos con palmitato por TMZ. Se realiz6 una curva de concentraciones
crecientes de TMZ desde 0,1 a 100 pM, abarcando el rango de
concentraciones descritas en la literatura para estudios in vitro (Tselepis et al.,
2001; Tabbi-Anneni, 2002).

Para comenzar a estudiar los efectos de TMZ, primero se evaluo la
morfologia mitocondrial en cardiomiocitos tratados por 24 h con TMZ
(0,1-100 uM). En la Figura 23A se observan los efectos de TMZ a diferentes
concentraciones. Mientras que 1 uM de TMZ promovid la fusion mitocondrial, la
concentracion mas elevada, 100 yuM, sugiere inducir el efecto opuesto. En la
Figura 21B se muestra la cuantificacion del numero de mitocondrias y el
volumen mitocondrial promedio. TMZ 1 y 10 uM indujeron una marcada fusidn
mitocondrial, efecto que no se observé a mayores 0 menores concentraciones

ni siguié un comportamiento dosis-respuesta.
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Figura 23. Efecto de trimetazidina sobre la morfologia mitocondrial en
cardiomiocitos en cultivo. (A) Se muestran reconstrucciones 3D de imagenes
deconvolucionadas de cardiomiocitos incubados con TMZ por 24 h a las
concentraciones indicadas y tefidos con Mitotracker Green. (B) El numero de
mitocondrias por célula (panel superior) y el volumen mitocondrial promedio
(panel inferior) se calcularon en la forma sefalada en la seccion de
Metodologia. Escala: 20 ym. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. Control,
###5<0,001 vs 1 uM. Tuckey post ANOVA 1-via, n = 5.
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6.9. Efectos de TMZ sobre los niveles de las proteinas de dinamica y masa
mitocondrial

Con el fin de caracterizar la participacion de la maquinaria proteica de
dinamica mitocondrial, se evalud, mediante Western blot, los totales niveles de
las proteinas de fision y fusion en los cardiomiocitos tratados con TMZ. La
Figura 24 muestra la expresion de las proteinas DRP-1 y FIS-1 en extractos de
proteinas totales. No se observaron cambios significativos con ninguna
concentracion. De manera similar, tampoco se observaron cambios en los

niveles de expresion de las proteinas de fusion OPA-1 ni MFN-2 (Figura 25).
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Figura 24. TMZ no altera los niveles totales de las proteinas de fision
mitocondrial en cardiomiocitos en cultivo. (A) Western blot representativo
de DRP-1 y FIS-1 de extractos totales de células incubadas con TMZ a las
concentraciones indicadas por 24 h. (B) Analisis densitométrico de la expresion

de DRP-1 (izquierda) y FIS-1 (derecha) normalizada contra B-tubulina y
expresado como veces sobre control. n = 3.
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Figura 25. TMZ no altera los niveles totales de las proteinas de fusion
mitocondrial en cardiomiocitos en cultivo. (A) Western blot representativo
de OPA-1 y MFN-2 de extractos totales de células incubadas con TMZ a las
concentraciones indicadas por 24 h. (B) Analisis densitométrico de la expresion

de OPA-1 (izquierda) y MFN-2 (derecha) normalizada contra B-tubulina y
expresado como veces sobre control. n = 3.
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Como se mencioné anteriormente, el control de la morfologia
mitocondrial no solo depende de la actividad de las proteinas de dinamica, sino
que también del equilibrio entre la sintesis y la degradacion del organelo. Por lo
tanto, para descartar cambios en la masa mitocondrial, que pudieran dar
cuenta de los cambios morfolégicos observados, se midieron los niveles de
expresion de la proteina HSP70. Como muestra la Figura 26, tampoco se
observaron cambios en los niveles de HSP70 por el tratamiento con TMZ. En
conjunto, estos resultados sugieren que los efectos morfolégicos observados
se deben posiblemente a cambios en la actividad de las proteinas de dinamica
mitocondria. Sin embargo, con la metodologia empleada no fue posible
determinar si el fenotipo mitocondrial observado se debe a una disminucion de

la tasa de fision mitocondrial o a un aumento de la tasa de fusion.
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Figura 26. TMZ no afecta los niveles de expresion de HSP70 en
cardiomiocitos en cultivo. (A) Western blot representativo para HSP70 de
extractos de células tratadas con TMZ a las concentraciones indicadas por
24 h. (B) Analisis densitométrico de los niveles de expresion de HSP70
normalizado contra B-tubulina y expresado como veces sobre control. n = 3
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6.10. Efectos de TMZ sobre el metabolismo mitocondrial de los
cardiomiocitos

Dada la fusién mitocondrial inducidas por las concentraciones bajas de
TMZ, se decidio explorar si los cambios morfolégicos se correlacionan con un
incremento en el metabolismo mitocondrial en cardiomiocitos. Al igual que en el
caso de palmitato, se realizé un set de experimentos dirigidos a evaluar el
estado metabdlico mitocondrial, los que incluyeron Wmt, contenido intracelular
de ATP y consumo celular de oxigeno. La Figura 27 muestra que TMZ 1 yM
produjo un aumento significativo del potencial de membrana mitocondrial, lo
que se acompanod de un aumento significativo en los niveles intracelulares de
ATP (Figura 28) y del consumo basal y maximo de oxigeno (Figura 29).
En conjunto, estos datos sugieren que TMZ a dosis bajas aumenta la fusion y

metabolismo mitocondrial en cardiomiocitos.
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Figura 27. TMZ aumenta potencial mitocondrial a bajas concentraciones
en cardiomiocitos en cultivo. Se trataron cardiomiocitos con TMZ a las
concentraciones indicadas por 24 h. En la poblacion de células vivas se midio
la fluorescencia de TMRE y se normaliz6 a los controles. Se muestra el efecto
del desacoplante mitocondrial CCCP como control positivo de despolarizacion

mitocondrial. **p<0,01; ***p<0,001 vs. Control, Dunnett post ANOVA 1-via,
n=4.

123



150-

*%*

-
(=
<

Niveles de ATP
normalizados (%)
[4,]
e

Control 0.1 1 10 100
TMZ (uM)

Figura 28. TMZ aumenta los niveles intracelulares de ATP a bajas
concentraciones en cardiomiocitos en cultivo. Los niveles intracelulares de
ATP se midieron utilizando un kit basado en la reaccion luciferina/luciferasa
(CellTiter-Glo, Promega) y normalizados contra el Control. Las células fueron
tratadas con TMZ a las concentraciones indicadas por 24 h. **p<0,01 vs.
Control. Dunnett post ANOVA 1-via, n = 6.
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Figura 29. TMZ aumenta la velocidad de respiraciéon basal y desacoplada
a bajas concentraciones en cardiomiocitos en cultivo. El consumo de
oxigeno se determind mediante un oxigrafo de Clark y normalizé a la
respiracion basal de los controles. Se muestra el efecto del tratamiento con
TMZ a las concentraciones indicadas por 24 h. El consumo maximo se registro
al agregar 200 nM del desacoplante CCCP en la camara de incubacion.
**p<0,01 vs. Control; #p<0,01 vs 1 uM, Tuckey post ANOVA 1-via, n = 3.
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6.11. Accion protectora de TMZ frente a la fision y disfuncién mitocondrial

inducida por palmitato

Considerando que palmitato 25 nM indujo fision y disfuncion mitocondrial
a las 3 h de tratamiento, que TMZ 1 uM genera los efectos opuestos, y para
continuar con el desarrollo del tercer objetivo planteado en esta tesis: “evaluar
el rol protector de TMZ frente a la lipotoxicidad inducida por palmitato en
cardiomiocitos en cultivo”, se estudio el posible efecto protector de TMZ sobre
palmitato. Para este fin, los cardiomiocitos se pretrataron por 24 h con TMZ
1 uM y luego se incubaron por 3 h con palmitato. A continuacién se evalud la
morfologia mitocondrial, los niveles intracelulares de ATP y el consumo celular
de oxigeno, correspondiente a los parametros con cambios mas significativos

observados en ambos casos.

Como se describié anteriormente (Figura 6), palmitato indujo una
marcada fision mitocondrial evidenciada por un aumento del numero de
mitocondrias por célula y una disminucion del volumen mitocondrial promedio,
mientras que TMZ tuvo el efecto contrario (Figura 23). Interesantemente, la
preincubaciéon con TMZ (24 h) previo al estimulo con palmitato protegi6 la
morfologia mitocondrial de la fision dependiente de palmitato (Figura 30A),
siendo el numero de mitocondrias por célula no diferente de los controles y
significativamente menor que las células tratadas con palmitato (Figura 30B).

Lo opuesto se observo para el volumen mitocondrial promedio (Figura 30B).
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Figura 30. TMZ protege de la fision mitocondrial inducida por palmitato en
cardiomiocitos en cultivo. Los cardiomiocitos se trataron por 24 h con 1 yM
TMZ y luego con palmitato 25 nM por 3 h. (A) Se muestran reconstrucciones
3D de imagenes deconvolucionadas de cardiomiocitos incubados en las
condiciones indicadas en la figura y tefiidos con Mitotracker Green. Escala:
10 ym. (B) El numero de mitocondrias por célula y el volumen mitocondrial
promedio se determinaron como se indica en la seccion de Metodologia.
*n<0,05; **p<0,01; vs. Control; *p<0,05; *#p<0,01; *p<0,001; vs Palmitato.
Tuckey post ANOVA 1-via, n = 3.
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Figura 31. TMZ protege frente a la disminucién de los niveles de ATP
inducida por palmitato en cardiomiocitos en cultivo. Los niveles
intracelulares de ATP se midieron utilizando un kit basado en la reaccion
luciferina/luciferasa (CellTiter-Glo, Promega) y normalizados contra el Control.
Las células fueron tratadas con palmitato (25 nM, 3 h), TMZ (1 uM, 24 h) o
preincubadas con TMZ y luego tratadas con palmitato. *p<0,05 vs. Control,
#p<0,05 vs Palmitato, Tuckey post ANOVA 1-via, n = 6

128



250+

Basal

200+

relativa (%)

Velocidad de respiracion

c T T
Control Palmitato TMZ Palm+TMZ

250+ Maximo

150+ —_

100+

relativa (%)

a
?

Velocidad de respiracion

Control Palmitato TMZ TMZ+Palm

Figura 32. TMZ protege frente a la disminuciéon del consumo celular de
oxigeno inducida por palmitato en cardiomiocitos en cultivo. El consumo
de oxigeno se determind mediante un oxigrafo de Clark y normaliz6 a la
respiracion basal de los controles. Se muestra el efecto del tratamiento con
TMZ a las concentraciones indicadas por 24 h. El consumo maximo se registro
al agregar 200 nM del desacoplante CCCP en la camara de incubacion.
**p<0,01; vs. Control; #p<0,01 vs Palmitato, Tuckey post ANOVA 1-via, n = 3,
respectivamente.
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6.12. Efectos de TMZ sobre el almacenamiento intracelular de lipidos y la
produccion de ceramidas

En conjunto, las Figura 31-32 sugieren que TMZ actua protegiendo a los
cardiomiocitos de la sobrecarga de lipidos inducida por el tratamiento con
palmitato. Sin embargo, el mecanismo de accion propuesto para TMZ es a
través de la inhibicion parcial de la 3-CAT mitocondrial (Kantor et al., 2000) y la
disminucién de la tasa de Pox de lipidos. Este efecto, a su vez, podria generar
una sobrecarga intracelular de lipidos debido a la disminucién en su oxidacion,
quedando disponibles para la accién de enzimas de vias alternativas como la
sintesis de ceramidas o de diacilglicerol, tal como se muestra en la Figura 20.
Por este motivo, se exploraron los posibles destinos intracelulares de palmitato
bajo nuestras condiciones experimentales. La Figura 33 muestra el efecto de
TMZ sobre los depdsitos de lipidos neutros (gotas de lipidos) al interior de los
cardiomiocitos medidos con la sonda fluorescente LipidTOX en células fijadas.
Como se observa en la cuantificacion, TMZ aumenté el numero y el area total
de lipidos en comparacién a los controles (Figura 33B). Mientras que el
tratamiento de cardiomiocitos con palmitato, por si solo, no tuvo mayores
efectos en la acumulacién de lipidos neutros, lo que esta de acuerdo con su

principal funcidn como combustible celular (Listenberger et al., 2003).
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Figura 33. TMZ promueve la acumulacion de palmitato en forma de gotas
de lipidos neutros en cardiomiocitos en cultivo. Los cardiomiocitos se
trataron con TMZ 1 yM por 24 h y luego con palmitato 25 nM por 3 h. (A)
Imagenes representativas de la tincion para lipidos neutros con la sonda
LipidTOX en las condiciones indicadas. En azul (N) se muestran los nucleos
tefiidos con Hoechst y en verde (flechas) las gotas de lipido. (B) El numero de
gotas de lipido por célula (izquierda) y el area total de lipidos neutros (derecha)
fueron calculados en aquellas células positivas para LipidTOX (al menos una
gota). Escala: 20 um. *p<0,05; **p<0,01 vs. Control; *p<0,05 vs TMZ, Tuckey
post ANOVA 1-via, n = 6.
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Como se mencion6 anteriormente, el tratamiento con palmitato por si
solo es capaz de aumentar la produccion de intermediarios de la via de sintesis
de ceramidas y C16-ceramida, especificamente, evaluados por espectroscopia
de masa (Figura 20). Los resultados de acumulacion de palmitato en depositos
neutros, sugieren que TMZ podria promover la esterifacion del exceso de
lipidos, quedando inaccesible para la generacién de otros intermediarios
metabdlicos mas toxicos a nivel celular. Para explorar esta posibilidad mas
detalladamente, se determind la produccién in situ de ceramidas mediante
inmunofluorescencia indirecta. La Figura 34 muestra que palmitato es capaz
de inducir un aumento significativo de la fluorescencia intracelular, indicando un
aumento de la sintesis de intermediarios de la via de ceramidas,
especificamente esfingosina, corroborando nuestros hallazgos anteriores
(Figura 20). De manera mas interesante, se muestra que el pretratamiento con
TMZ es capaz de bloquear el aumento de la fluorescencia inducida por
palmitato (Figura 34), sin alterar los niveles de ceramidas por si sola. Estos
resultados, en conjunto con la Figura 33, sugieren que TMZ es capaz de
redirigir el exceso de palmitato hacia la acumulacion en depdsitos intracelulares
de lipidos neutros (TAG), disminuyendo su biodisponiblidad para la sintesis de

metabolitos secundarios téxicos como ceramidas.
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Figura 34. TMZ inhibe la produccién de ceramidas inducida por palmitato
en cardiomiocitos en cultivo. Los cardiomiocitos se trataron con TMZ 1 yM
por 24 h y luego con palmitato 25 nM por 3 h. (A) Imagenes representativas de
inmunofluorescencias para ceramidas (rojo) en las condiciones indicadas.
En azul se muestran los nucleos tefiidos con Hoechst. (B) Se muestra la
cuantificacion de la fluorescencia total por célula normalizada por el area
celular. Escala: 20 ym. *p<0,01 vs. Control; *#p<0,001 vs TMZ, Tuckey post
ANOVA 1-via, n = 5.

133



7. DISCUSION

Durante la IC, ocurren una serie de alteraciones metabdlicas que
afectan desde la utilizacion de sustrato metabdlico, hasta la sintesis de ATP y
el ciclo de la creatina (Neubauer, 2007). Dichas alteraciones se encuentran
asociadas con los cambios en la capacidad funcional de los pacientes y la
progresion de la enfermedad (Ingwall, 2008; Lopaschuk et al., 2010). El término
‘remodelado metabdlico” se acuiid para describir los cambios que culminan en
la deplecion progresiva del ATP miocardico (Neubauer, 2007), junto con un
incremento asociado en las concentraciones de ADP, AMP y AGLs (Ingwall,
2007) mediante mecanismos no completamente esclarecidos. En esta tesis,
mediante la simulacién parcial de algunas de las caracteristicas de este
remodelado metabdlico en la IC, evaluamos el potencial papel protector de
TMZ en un modelo de sobrecarga por palmitato y glucolipotoxicidad. Nuestros
resultados mostraron que palmitato indujo fisién y disfuncion mitocondrial en
cultivos primarios de cardiomiocitos en un rango de concentraciones
concordante con los efectos toxicos descritos en la literatura (Hickson-Bick et
al., 2000; 2002). Ademas, nuestros hallazgos mostraron que la toxicidad por
palmitato pudo ser, al menos, parcialmente prevenida mediante la
preincubacion con el inhibidor de la Box TMZ. Interesantemente, los resultados
aqui expuestos sugieren que TMZ indujo la acumulacion intracelular de gotas
de lipidos neutros, secuestrando asi el exceso de palmitato en un reservorio

metabodlicamente menos activo. Estos resultados permiten expandir nuestro
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conocimiento y comprension sobre el mecanismo de accidon de la TMZ, materia

gue aun es controversial.

7.1. Relaciéon entre morfologia mitocondrial y metabolismo

La adaptacion celular a las necesidades fisiologicas requiere de un
estrecho control de la demanda metabodlica y los diferentes sustratos
metabdlicos utilizados para suplirla. El corazén es un tejido especialmente
flexible, en términos metabdlicos, y puede utilizar una gran variedad de
sustratos como fuentes energéticas (Lopaschuk et al., 2010). A pesar de esta
ventaja evolutiva, el balance energético cardiaco es muy delicado, por lo que
alteraciones en este equilibrio pueden tener consecuencias patoldégicas como
se observa en la IC (Ingwall, 2008). Durante los ultimos afos se ha acufiado el
concepto de remodelado subcelular, el cual se refiere a los cambios
bioquimicos y moleculares que ocurren durante el desarrollo y progresion de
diversas enfermedades, incluyendo patologias cardiovasculares como la
hipertrofia e IC (Dhalla et al., 2009). A modo de ejemplo, el remodelado del
sarcolema se asocia a cambios en el manejo intracelular del Ca®*, lo que altera
su funcibn como segundo mensajero, afectando a diversos canales y
receptores. Paralelamente, el remodelado del reticulo mitocondrial afecta
directamente el estado metabdlico y redox del cardiomiocito (Ishikawa et al.,

2005; Weisser-Thomas et al., 2005; Tsutsui et al., 2006). En este contexto, la
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morfologia mitocondrial ha recibido creciente interés y ha pasado a ser

considerada un potencial nuevo blanco terapéutico (Kuzmicic et al., 2011).

En tejidos con elevadas tasas metabdlicas, el remodelado de la red
mitocondrial altera directamente la funciébn mitocondrial a través de cambios en
la cadena transportadora de electrones, impactando profundamente el
metabolismo energético (Benard et al., 2010). Segun los requerimientos
especificos de cada tipo celular, la red mitocondrial adquiere distintas
configuraciones en términos de diferencias en la composicion de la maquinaria
molecular asociada a la fosforilacién oxidativa, asi como la organizacion de las
mitocondrias mismas y su complejidad (Benard et al., 2010). El modelo actual
considera que el control de la produccion energética mitocondrial se encuentra
regulado, al menos, en cinco niveles. De esta forma, la actividad de la cadena
transportadora de electrones se puede modificar mediante la expresion
diferencial de diversas isoformas de los complejos (Capaldi et al., 1988), por
medio de modificaciones post-transduccionales de los mismos (Das et al.,
1998; Carroll et al., 2005) o por modulacién dependiente del Ymt (Dalmonte et
al., 2009). Por otra parte, la eficiencia de la fosforilacion oxidativa depende de
la conductancia basal o inducida de protones a través de la membrana
mitocondrial interna (Parker et al., 2009) o por el desacoplamiento de la cadena
transportadora de electrones de la actividad de la ATP sintasa (Benard et al.,
2010), entre otros. De manera complementaria, la capacidad energética de la

mitocondria también puede ser modificada por el estado morfoldgico de la red
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mitocondrial mediante cambios en las tasas de fisiébn o fusion (Benard et al.,
2007) o por su ubicacion subcelular (Choi et al., 2006; Furt & Moreau, 2009).
Ademas, la eficiencia mitocondrial depende de la masa efectiva del organelo, lo
que es controlado mediante el balance entre los procesos de biogénesis y
degradacion mitocondrial (mitofagia) y, evidentemente, de la disponibilidad
celular de sustratos para oxidacion (Benard et al., 2010). Es por estos
antecedentes que cambios en la morfologia del organelo o en la disponibilidad
celular de nutrientes pueden alterar la funcion mitocondrial y comprometer la

funcion del tejido cardiaco en diversos escenarios patologicos.

La evidencia disponible actualmente indica que los tejidos con alta
demanda energética, como musculo esquelético y corazon, presentan una red
mitocondrial con elementos fusionados, altamente interconectados y crestas
mitocondriales empaquetadas, mientras que los tejidos con baja demanda
metabdlica muestran mitocondrias mas pequefias y aisladas (Duchen, 2004;
Kodde et al., 2007). Estos hallazgos ponen en evidencia el rol que juega la
dinamica mitocondrial en el control de la funcidn del organelo, especialmente
en un modelo como el utilizado durante el desarrollo de esta tesis.
Paradojicamente, esta relacion ha sido pobremente estudiada en tejido
cardiaco, posiblemente debido a la percepcion de que la dinamica mitocondrial
no juega un papel demasiado importante dada la alta estructuracion del
cardiomiocito (Hom & Sheu, 2009; Parra et al., 2011). Sin embargo, el tejido

cardiaco presenta altos niveles de expresion de las proteinas de dinamica

137



mitocondrial, en comparacion con otros tejidos (Imoto et al., 1998; Bach et al.,

2003; Stojanovski et al., 2004; Parra et al., 2011).

De manera interesante, en distintos modelos, se ha mostrado que la
expresion de MFN-2 se asocia con una disminucidn en la capacidad de
oxidacion de sustratos, consumo de oxigeno y Wmt (Pich et al., 2005).
Resultados similares han sido observados en modelos de silenciamiento
genético de OPA-1 (Chen et al., 2005) y DRP-1 (Benard et al., 2007). Estos
hallazgos han sido parcialmente replicados en modelos animales y en
muestras de miocardio de individuos con insuficiencia cardiaca (Chen & Chan,
2009), observandose una significativa disminucion en las proteinas reguladoras
de la dinamica mitocondrial. En conjunto, estas evidencias sugieren que las
alteraciones en la dinamica mitocondrial afectan negativamente la funcion del
organelo (Ong et al., 2010). A pesar de que la relacion causal entre estas
observaciones aun es materia de estudio, las evidencias concuerdan en que
las alteraciones del equilibrio entre los procesos de fision y fusion mitocondrial
son una caracteristica comun de diversas enfermedades cardiacas que

culminan en el sindrome de IC.
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7.2. Palmitato y fision mitocondrial

Debido a la elevada tasa metabdlica del cardiomiocito, la posible
relacion entre la dinamica mitocondrial, el metabolismo cardiaco y la eficiencia
mecanica ha cobrado reciente interés en la literatura. Nuestros resultados
muestran que palmitato induce fragmentacion mitocondrial a tiempos
tempranos (3 h) y de manera sostenida, evidenciada por un aumento
significativo en el porcentaje de células con patréon mitocondrial fragmentado,
un aumento en el numero de mitocondrias por célula y una disminucion del
volumen mitocondrial promedio (Figura 6). Los estudios de fisibn mitocondrial
inducida por palmitato en otros modelos son escasos. Sin embargo, Jheng y
colaboradores (Jheng et al., 2011) describieron hallazgos similares en una
linea celular de musculatura esquelética. En este estudio, la sobrecarga de
palmitato generd fisibn mitocondrial significativa, acompafiada de una
disminucién a la sensibilidad a insulina (Jheng et al., 2011). Interesantemente,
en este estudio, la lipotoxicidad por palmitato fue prevenida al impedir la fision
mitocondrial mediante la inhibicion quimica y genética de DRP-1 (Jheng et al.,

2011).

El proceso de fision mitocondrial depende tanto de la translocacion de
DRP-1 hacia este organelo (Smirnova et al., 2001) como de su actividad
GTPasa (Zhu et al., 2004). Los resultados obtenidos durante esta tesis

sugieren que palmitato estimula la translocacion de DRP-1 hacia la
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mitocondria, evaluado como un aumento de la colocalizacion de DRP-1 con
FIS-1 (Figura 8), lo que explicaria el fenotipo de fragmentacion mitocondrial
observado. Tanto la translocacién como la actividad GTPasa de DRP-1 (Chang
& Blackstone, 2010) son regulados principalmente por modificaciones post-
transduccionales. Probablemente este mecanismo involucra cambios en el
estado de fosforilacion de DRP-1. La principal fosforilacién descrita para esta
proteina ocurre en el residuo Ser637 y es mediada por PKA (Chang &
Blackstone, 2007; Cribbs & Strack, 2007; Cereghetti et al., 2008). Esta
fosforilacion tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad de DRP-1, ya que
impide las interacciones intramoleculares entre los dominios GED y GTPasa de
esta proteina, disminuyendo asi su capacidad hidrolitica de GTP (Chang &
Blackstone, 2007). Esta fosforilacion es revertida por la fosfatasa dependiente
de calcio calcineurina, lo cual favorece el proceso de fisibn mitocondrial (Cribbs
& Strack, 2007; Cereghetti et al., 2008). De acuerdo a estas evidencias, la
modulacién de las actividades tanto de PKA como de calcineurina podrian
afectar el estado de fosforilacion de DRP-1 y, por ende, su actividad. De
manera interesante, en una linea celular de células B-pancreaticas, el
tratamiento con agentes quelantes de calcio y bloqueadores de los canales de
calcio tipo L protegieron frente a la apoptosis inducida por palmitato (Choi et al.,
2007). ElI mecanismo de esta proteccion parece estar relacionado
especificamente con la actividad de calcineurina, ya que su inhibicion quimica

fue asociada con la proteccion frente a la lipotoxicidad por palmitato (Choi et
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al., 2007). Esta evidencia sugiere que en nuestro modelo palmitato también
podria mediar la activacién de calcineurina, llevando a una disminucion de la
fosforilacion de DRP-1, su consecuente activacion y posterior induccién de
fision mitocondrial. Aportando un mecanismo para la activacion de DRP-1

mediada por palmitato.

Por otra parte, se sabe que el control morfolégico mitocondrial no sélo
depende de la actividad de las proteinas de fision y fusion, sino que también
puede ser modulado por cambios en las tasas de biogénesis y mitofagia (Diaz
& Moraes, 2008). En nuestras condiciones, palmitato no modifico la masa
mitocondrial evaluada mediante la expresion de la proteina mitocondrial HSP70
(Figura 11). Lo que apoya la idea de que los cambios morfolégicos observados

dependen de la actividad de las proteinas de fision mitocondrial.

7.3. Disfuncion mitocondrial por palmitato

Los efectos palmitato sobre el metabolismo energético de los
cardiomiocitos han sido previamente reportados (Hickson-Bick et al., 2000), asi
como sus efectos en la sobrevida celular (Kong & Rabkin, 2000; Hickson-Bick
et al., 2002). El tratamiento con palmitato se ha asociado con muerte celular
por apoptosis, la que es precedida por disfuncién mitocondrial (Hickson-Bick et

al., 2000; Sparagna et al., 2000). Para corroborar esta posibilidad, en esta tesis
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se evalud una serie de parametros funcionales del metabolismo mitocondrial y
la sobrevida celular en condiciones de sobrecarga por palmitato. En relacion a
los efectos de palmitato sobre la funcion mitocondrial, se encontré6 que la
concentracion elevada (25 nM) indujo pérdida del Wmt (Figura 16), disminucion
de los niveles intracelulares de ATP (Figura 17) y disminucion del consumo de
oxigeno (Figura 18). Estos resultados sugieren un estado de disfuncion
mitocondrial y colapso metabdlico, asociado a la fision mitocondrial descrita
(Figura 6). De manera similar a lo descrito previamente (Dyntar et al., 2001,
Hickson-Bick et al., 2002), palmitato disminuy¢ la viabilidad celular evaluada
por incorporacion de Pl (Figura 21), marcador de muerte por necrosis, y
aumentd la muerte celular por apoptosis (Figura 22), evaluada como
fragmentacion del DNA. Estos resultados se observaron a tiempos largos (24
h) y concuerdan con los estudios previos (Dyntar et al., 2001; Hickson-Bick et
al., 2002). De manera interesante, los cambios morfologicos y metabdlicos, a
excepcion de la disminucion en el Wmt, se observaron a tiempos tempranos (3
h), sugiriendo que estas alteraciones podrian actuar predisponiendo a los

cardiomiocitos para la muerte.

La disfuncién mitocondrial se ha correlacionado con aumentos en la
produccion de EROs en diversos escenarios (Yu et al., 2006; Paradies et al.,
2010), al igual que la toxicidad por palmitato (Nakamura et al., 2009;
Yuzefovych et al., 2012), por lo que se evalud la generacion de EROs en

nuestras condiciones experimentales. Al evaluar la produccién de EROs
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mediante citometria de flujo, no se detectaron cambios en las células tratadas
con palmitato. Si bien esto podria parecer contra intuitivo, en el exhaustivo
estudio de Hickson-Bick y colaboradores (Hickson-Bick et al., 2002) se
describio, usando metodologias similares a la utilizada en esta tesis y un gran
numero de ensayos mas especificos, que palmitato no genera aumentos de
EROs en cardiomiocitos neonatales y que la apoptosis observada depende de

mecanismos diferentes (Hickson-Bick et al., 2002).

En relacion a la temporalidad de los efectos, en esta tesis describimos
que la fisiébn y disfuncidn mitocondrial ocurren simultdneamente a tiempos
tempranos. Sin embargo, entre las 0 y 3 h de tratamiento con palmitato no se
evalué cual evento ocurre primero ni tampoco cual fue el tiempo minimo
necesario para comprometer a las células en el fenotipo descrito. Palmitato
tiene una serie de efectos celulares, algunos de ellos rapidos en la escala de
minutos y otros mas lentos como los aqui descritos. De manera interesante, en
una linea celular de cancer mamario humano se describié que estearato
aumenta la localizacion de Anexina Il en la fraccibn de membrana resistente a
detergente en forma concentracion- y tiempo-dependiente (Zhao & Hardy,
2004). Esta respuesta es reversible, alcanzando un maximo a los 30 min de
tratamiento y volviendo a los niveles iniciales entre las 5 y las 10 h. Es posible
que algunos efectos de palmitato en nuestras condiciones de trabajo puedan

comportarse de manera similar, especialmente aquellos que dependan de la
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generacion de otros intermediarios como ceramidas. Esta posibilidad, sin

embargo, requiere de futuros estudios para ser corroborada.

7.4. Palmitato, sintesis de ceramidas y fision mitocondrial

Los mecanismos por los cuales palmitato podrian activar la maquinaria
de fisibn mitocondrial son actualmente desconocidos. Sin embargo, palmitato
es sustrato preferencial para la sintesis de novo de ceramidas (Summers,
2006). En nuestras condiciones palmitato efectivamente aumento la generacion
de intermediarios de la via de sintesis de ceramidas (Figura 20),
especificamente C16-ceramida y el precursor esfinganina determinados por
espectroscopia de masa. Se ha descrito que las ceramidas inducen disfuncion
mitocondrial inhibiendo el complejo Il de la cadena transportadora de
electrones y aumentando la produccion de EROs (Summers, 2006). Trabajos
previos de nuestro laboratorio mostraron que C2-ceramida induce fision
mitocondrial y translocacion de DRP-1 hacia la mitocondria en cardiomiocitos
de rata (Parra et al., 2007). De manera mas reciente, nuestro grupo describio
que C2-ceramida induce aumentos en los niveles de calcio intracelular en los
cardiomiocitos, lo que se asocia con los cambios metabdlicos y muerte celular
(Parra et al, 2013a). De hecho, la utilizacion de agentes quelantes de Ca*
protegido frente a la induccion de fision mitocondrial, mantuvo los niveles

intracelulares de ATP y retard6 la muerte inducida por ceramidas (Parra et al,

144



2013a). Estas evidencias llevan a proponer que una de las vias por las cuales
palmitato induciria la fision mitocondrial, en nuestras condiciones
experimentales podria incluir la generacion de ceramidas, activacion de
calcineurina y desfosforilacion y activacion de DRP-1. En esta linea, en nuestro
laboratorio exploré la participacion de ceramidas en la resistencia a la insulina
en cardiomiocitos (Lopez-Crisosto, 2012) y la relaciéon entre palmitato y la
sintesis de novo de ceramidas. La inhibicibn de la ceramida sintasa por
fumonisina B1 previno la fragmentacién mitocondrial dependiente de palmitato
(L6pez-Crisosto, 2012). Estos resultados apoyan la idea de que el mecanismo
de fisibn mitocondrial por palmitato requiere, al menos parcialmente, de la

generacion de ceramidas.

7.5. TMZ y fusiéon mitocondrial

Hasta la fecha no existe informacion disponible acerca de los efectos
que TMZ podria ejercer sobre la morfologia mitocondrial en ningun modelo
celular. En esta tesis se describié una marcada fusion mitocondrial inducida por
dosis bajas de TMZ (1 uM, 24 h) evidenciada por una disminucion significativa
en el numero de mitocondrias por células, junto con un aumento del volumen
mitocondrial promedio (Figura 23). Este efecto morfolégico ocurrié en ausencia
de modificaciones en los niveles de las proteinas de fisibn mitocondrial

(Figura 24), fusién mitocondrial (Figura 25) o marcadores de masa
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mitocondrial (Figura 26). En la literatura se acepta actualmente que la
regulacion de la funcion de las proteinas de dinamica mitocondrial ocurre, en
general, por cambios en su actividad mediante modificaciones
post-transduccionales, mas que por cambios en sus niveles de expresion
(Kuzmicic et al., 2011; Parra et al., 2011). Como se menciond anteriormente,
DRP-1 ha focalizado la atencién debido al alto niumero de modificaciones post-
transduccionales que regulan su actividad de fision mitocondrial (Chang &
Blackstone, 2007; Chou et al., 2012). Recientemente, se describié un nuevo
sitio de fosforilacion de DRP-1 mediado por la glicégeno sintasa kinasa 3 (3
(GSKS3pB) que inhibe la actividad GTPasa de DRP-1, bloqueando su funcion y
promoviendo la elongacién mitocondrial en lineas celulares humanas (Chou et
al., 2012). La utilizacion de modelos renales de isquemia han mostrado que
TMZ promueve la fosforilacion de GSK3[3, lo que se relaciona con proteccion
renal frente a la isquemia al prevenir el dafio mitocondrial (Mahfoudh-Boussaid
et al., 2012). Esta conexion podria proveer un posible mecanismo mediante el
cual explicar la fusion mitocondrial observada con TMZ en nuestras
condiciones. Sin embargo, el analisis de la activacion de GSK3p en nuestro
modelo no se evalu6 y futuras investigaciones deberian investigar esta

posibilidad.

La fusion mitocondrial observada no siguid6 un comportamiento dosis-
dependiente en las condiciones evaluadas. El mecanismo especifico de fusion

mitocondrial por TMZ no ha sido descrito en la literatura ni fue dilucidado en
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este trabajo, por lo que la relacion entre TMZ y el control morfologico
mitocondrial podria incluir varios eventos de sefializacién intracelular, disipando
el efecto dosis-dependiente sobre la fusidn. De acuerdo al blanco
farmacoldgico propuesto para la TMZ (Kantor et al., 2000), y lo descrito
actualmente en la literatura sobre regulacidon de la maquinaria de fusion y fision
mitocondrial (Kuzmicic et al., 2011), es poco probable que la inhibicion de la 3-
CAT modifique directamente a las proteinas de morfologia mitocondrial. Sin
embargo, estos efectos no han sido descritos. Los resultados de fusion
mitocondrial por TMZ descansan exclusivamente sobre hallazgos morfolégicos
mediante técnicas de microscopia de fluorescencia (Figura 23), a diferencia de
lo descrito para palmitato mediante morfologia (Figura 6) y traslocacién de
DRP-1 (Figura 8). A pesar de no contar con metodologia complementarias
para apoyar los resultados de fusion mitocondrial, la experiencia de nuestro
laboratorio sugiere que existe una fuerte correlacion entre los datos obtenidos
mediante microscopia confocal y microscopia electronica (Parra et al., 2013b,

Zepeda, 2012), lo que apoya indirectamente la metodologia utilizada.

7.6. Potenciacion metabdlica por TMZ

Los efectos metabdlicos de TMZ han sido extensamente estudiados en
diferentes modelos celulares y animales de hipoxia (Guarnieri & Muscari, 1988;

Morillas Blasco et al., 2005). TMZ disminuye la actividad del complejo | de la
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cadena transportadora de electrones (Veitch et al., 1995), disminuyendo el
consumo de oxigeno (Guarnieri & Muscari, 1990b), la produccion de EROs
(Guarnieri & Muscari, 1988), lo que incrementa la integridad mitocondrial
(Morillas Blasco et al., 2005) probablemente debido a una disminucion en la
apertura del poro de transicion mitocondrial (Argaud et al., 2005) y la
consecuente apoptosis (Argaud et al., 2005). Sin embargo, nuestros hallazgos
apuntan en la direccion opuesta. En esta tesis se describe que TMZ potencia el
metabolismo mitocondrial. De manera concordante con los hallazgos
morfolégicos con TMZ (Figura 23), la misma concentracion que indujo fusion
mitocondrial también aumenté el Wmt (Figura 27), los niveles intracelulares de
ATP (Figura 28) y en el consumo de oxigeno basal y maximo (Figura 29).
El movimiento de electrones a través de la cadena transportadora de
electrones mitocondrial se asocia con el bombeo de protones desde la matriz
hacia el espacio intermembrana (Brand & Nicholls, 2011). La acumulacién de
protones en este espacio establece una fuerza protén-motriz, la que es
utilizada por la ATP sintasa mitocondrial para fosforilar ADP (Cheng et al.,
2010; Brand & Nicholls, 2011). El potencial redox maximo disponible para
catalizar esta serie de reacciones corresponde a unos 1.100 mV, mientras que
el maximo Wmt corresponde a unos 180-220 mV en condiciones normales
(Brand & Nicholls, 2011). Se ha registrado que los cambios en Wmt durante
transiciones en el metabolismo mitocondrial oscila entre un 10 a un 20% en

ambos sentidos (Nicholls, 1974) y los mecanismos de control de la funcion
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mitocondrial operan ajustando el flujo de electrones de la cadena y la reentrada
de protones a la matriz, para mantener la fuerza proton-motriz constante
(Brand & Nicholls, 2011). Por lo tanto, el aumento de WYmt discreto observado
con TMZ (Figura 27), obedece a la naturaleza de la funcién mitocondrial y esta
en el rango de magnitudes descritas en la literatura. Ademas, considerando
que el aumento de Wmt se vio acompafiado de un incremento similar en los
demas parametros de funciéon mitocondrial medidos (consumo de oxigeno y
ATP), estos resultados se apoyan entre si para sugerir un aumento en la

funcion mitocondrial dependiente del tratamiento con TMZ.

Estos resultados parecen contra intuitivos para una droga que se
caracteriza por inhibir la Box (Kantor et al., 2000) en un modelo celular
altamente dependiente de la oxidacién de lipidos para su metabolismo
(Lopaschuk et al., 2010). No obstante, TMZ se asocia con aumentos
intramitocondriales de Ca®* (Guarnieri et al., 1997), lo que se sabe favorece la
actividad de algunas deshidrogenasas pertenecientes al ciclo de Krebs y
potencia la sintesis de ATP (Cardenas et al., 2010) al aumentar el flujo de
carbono en el ciclo, entregando mayor cantidad de equivalentes reductores a la
cadena transportadora. De hecho, en modelos animales se ha mostrado que la
administracion de TMZ aumenta la afinidad mitocondrial por ADP y también la

actividad de la creatina kinasa (Kantor et al., 2000).
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La actividad de TMZ se asocia con un cambio de preferencias en el
sustrato metabodlico hacia la glucosa. La mayoria de los estudios que han
mostrado este efecto se realizaron en condiciones de IC o isquemia (Fragasso
et al., 2003; Di Napoli et al., 2005; Zhang et al., 2012), por lo que la perfusién o
el suministro de nutrientes corresponden a factores limitantes. Sin embargo, en
nuestras condiciones de cultivo, el oxigeno y la glucosa se encuentran
presentes en abundancia para la célula, por o que un cambio de preferencia
de sustrato hacia un metabolismo mas dependiente de la glicdlisis, podria
verse acompafado de aumentos en la produccidén de ATP y en el consumo de
oxigeno si la glucosa es oxidada por la via mitocondrial. A pesar de que la
accion de TMZ sobre la Box es controversial, ya que el grupo de (Maclnnes et
al., 2003) describio que TMZ no bloquea la 3-CAT, la evidencia experimental
aun soporta la tesis del cambio metabdlico inducido por TMZ (Kantor et al.,
2000; Nowak et al., 2006; Bucci et al., 2012). En estudios animales, TMZ
estimula la captacion de glucosa en cerebros de rata (Nowak et al., 2006).
Ademas, en el estudio reciente de Bucci (Bucci et al., 2012) demostraron
elegantemente que TMZ disminuye la Box cardiaca, aumenta la oxidacion de
glucosa y mejora la eficiencia mecanica en pacientes obesos (Bucci et al.,

2012), apoyando la tesis del cambio de sustrato metabdlico.
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7.7. Efecto protector de TMZ sobre la lipotoxicidad por palmitato

Tal como se menciond anteriormente, palmitato indujo fision y disfuncion
mitocondrial, mientras que TMZ gener6 los efectos opuestos (fusion y
potenciacion metabdlica). Considerando estos resultados, se evaluo la posible
proteccion frente a la lipotoxicidad por palmitato al preincubar los
cardiomiocitos con TMZ. Respecto a los efectos morfolégicos, TMZ preservo la
morfologia mitocondrial frente a la fisidn inducida por palmitato (Figura 30).
Este efecto también se reflej6 en los cambios metabdlicos, ya que el
pretratamiento con TMZ evité la disminucion de los niveles intracelulares de
ATP (Figura 31) y del consumo de oxigeno (Figura 32) dependientes de
palmitato. Estos hallazgos nuevamente sugieren una estrecha relacion entre el
control de la morfologia y de la funcién de las mitocondrias. Estos resultados
son similares a los descritos por Molina y colaboradores (Molina et al., 2009),
donde muestran una proteccién celular frente a los dafios causados por exceso
de nutrientes al conservar la morfologia mitocondrial y evitar la fision (Molina et
al., 2009). Similarmente, en células musculares esqueléticas, la proteccion
frente a la fisidon mitocondrial inducida por palmitato, mediante herramientas
quimicas y genéticas, permite conservar la funcion del organelo y la

sensibilidad celular a insulina (Jheng et al., 2011).
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7.8. Relacion entre TMZ y la acumulacién de lipidos neutros

En el corazén adulto, aproximadamente el 70% del total de ATP
generado proviene de la Pox (Neely & Morgan, 1974). Los cardiomiocitos
tienen una baja capacidad de almacenamiento de lipidos, por lo que dependen
del transporte de AGLs hacia la célula para suplir sus demandas energéticas
(Lopaschuk et al., 2010). Al analizar la acumulacion intracelular de lipidos,
mediante la sonda LipidTOX, no se encontraron mayores depdsitos de lipidos
neutros en los cardiomiocitos en condiciones basales (Figura 33). Sin
embargo, TMZ cambio este patrén de forma significativa. Incluso en ausencia
de palmitato, el numero y area de gotas de lipidos aumentaron dramaticamente
en respuesta a TMZ (Figura 33). En la literatura hay evidencias de que TMZ
podria actuar a través de la inhibiciéon de la CPT-1 (Hamdan et al., 2001), lo
que impediria la incorporacién de AGLs a la mitocondria en el paso limitante de
la Box, posiblemente promoviendo el almacenamiento de lipidos. En un estudio
clinico reciente se determiné que TMZ promueve la oxidacion de glucosa al
disminuir la tasa de esterificacion de lipidos en pacientes obesos (Bucci et al.,
2011). De manera similar, en otro estudio clinico TMZ redujo la Box cardiaca al
disminuir la contribuciéon derivada de lipidos intracelulares a la tasa de [Box
total, sin alterar la contribucion de lipidos extracelulares (Bucci et al., 2012).
Estos hallazgos apoyan nuestros resultados de aumento de la acumulacion
intracelular de lipidos. En esta misma linea, se ha mostrado en hepatocitos que

el tratamiento con palmitoleato tiene un efecto protector sobre la apoptosis
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inducida por palmitato al aumentar la esterificacion del exceso de lipidos en
depositos metabdlicamente neutros (Akazawa et al., 2010), similar a los efectos
de TMZ en cardiomiocitos. A fin de evaluar con mayor profundidad el papel
protector del aumento de la esterificacion de lipidos inducida por TMZ, se
decidié reevaluar los resultados de produccion de ceramidas inducida por
palmitato, pero en presencia de TMZ. De manera interesante, el rol protector
de TMZ se asocid a una disminucién en la produccion intracelular de
esfingosina evaluada mediante inmunofluorescencia indirecta (Figura 34). En
conjunto, estos resultados sugieren que la cardioproteccidn observada con
TMZ podria estar asociada con la menor disponibilidad de palmitato para la

sintesis de intermediarios celulares téxicos como las ceramidas.

7.9. Lipotoxicidad

Patologias como el sindrome metabdlico y la obesidad estan
caracterizadas por un desbalance en la ingesta y el gasto de energia, lo que se
asocia con deposicion ectopica de lipidos en tejidos como el pancreas, rifiones,
vasos sanguineos y musculatura esquelética y cardiaca (Wende & Abel, 2010).
Se ha propuesto que los tejidos pueden acumular inicialmente este exceso de
energia en forma de TAG, pero eventualmente los lipidos son derivados hacia
vias no oxidativas, generando especies toxicas y alterando la sefalizacion

celular (Yang & Barouch, 2007), promoviendo disfuncion mitocondrial (Bugger
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& Abel, 2008) y muerte (Unger & Orci, 2002). Sin embargo, el orden de
progresion de estos procesos no esta claramente dilucidado y varia
dependiendo de la composicion lipidica y los modelos utilizados (Wende &
Abel, 2010). En corazén, se ha propuesto que el estrés de reticulo (Borradaile
et al., 2006) y la disfuncion mitocondrial (Buchanan et al., 2005) participan en la
lipotoxicidad, a través de la generacion de diversos mediadores como EROs
(Listenberger et al., 2001; Wende & Abel, 2010), NO (Shimabukuro et al.,
1997), ceramidas (Summers, 2006), la fosfoinositol 3-kinasa (Wende & Abel,
2010) y algunas adipokinas (Wende & Abel, 2010). Sin embargo, el rol de estos
mediadores en la progresion de la lipotoxicidad es materia de debate ya que en
la participacion o el orden de aparicidon varia con los modelos y las condiciones
experimentales (ver Wende & Abel, 2010). Si bien la relacion entre la
generacion de ceramidas y la muerte celular ha sido ampliamente establecida
(Parra et al., 2007; Wende & Abel, 2010; Parra, et al., 2013b) su relacién con la
disfuncion mitocondrial no es tan sencilla. En cardiomiocitos neonatales se ha
sugerido que la acumulacion de ceramidas ocurre posterior a la disfuncion
mitocondrial, liberacion de citocromo ¢ y de la muerte celular (Sparagna et al.,
2000). Por otro lado, la induccion de disfuncion mitocondrial por reduccion de la
actividad de CTP-1 incrementa la produccién de ceramidas via palmitoil-CoA
(Paumen et al., 1997), sugiriendo una relacion inversa entre estos procesos. En
nuestras condiciones de trabajo, la produccion de ceramidas fue observada en

paralelo con la disfuncion mitocondrial. Sin embargo, la aparicion de ceramidas

154



a tiempos mas tempranos (entre 0 y 3 h) no fue evaluada, por lo que el orden

especifico de aparicidon de ambos fendmenos quedd indeterminado.

7.10. Modelo propuesto y proyecciones

En las ultimas décadas se ha relacionado los cambios en la morfologia
mitocondrial con la enfermedad cardiaca. Las observaciones iniciales
mostraron que un gran numero de mutaciones en proteinas mitocondriales
eran consistentemente descritas en diversas formas de cardiomiopatias
dilatadas familiares (Kuzmicic et al., 2011). Recientemente estudios en
cardiomiopatia dilatada, corazén hibernado, isquemia, hipertrofia cardiaca e IC
convergen en un fenotipo de mitocondrias pequefias y desorganizadas
(Kuzmicic et al., 2011). A pesar de esta evidencia, aun no contamos con un
modelo integrado en el cual la dinamica mitocondrial haya sido incorporada en
la fisiologia cardiaca normal. Sin embargo, se estima que las mitocondrias
juegan un papel esencial en la flexibilidad metabdlica, y existe consenso de
que las alteraciones en la dinamica mitocondrial participan en la progresion de
la enfermedad cardiaca (Kuzmicic et al.,, 2011). El desarrollo de nuevas
intervenciones terapéuticas dirigidas a la manipulacion de la dinamica
mitocondrial podrian resultar en una contribucion relevante y complementaria a

la terapia actual para la IC, junto con otras enfermedades cardiacas.
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Este estudio corresponde al primer estudio tanto de los efectos de
palmitato como los de TMZ sobre la morfologia de la red mitocondrial del
cardiomiocito. Los datos presentados en este trabajo indican que palmitato
produce fision y disfuncidn mitocondrial, que preceden a la muerte celular,
mediante la activacién de la maquinaria de fision mitocondrial. Paralelamente,
en esta tesis describimos que TMZ tiene los efectos opuestos sobre la
mitocondria, es decir promueve la fusion mitocondrial y el potencia el
metabolismo. De manera interesante, describimos que el pretratamiento de los
cardiomiocitos con TMZ protege de los efectos tempranos de palmitato, al
conservar la morfologia mitocondrial y prevenir el colapso metabdlico mediante
la redireccion del exceso de palmitato hacia depdsitos intracelulares de lipidos

neutros (ver modelo propuesto en Figura 35).

Si bien la mayoria de los resultados aqui obtenidos son de caracter
descriptivo, tienen el mérito de extender los mecanismos de accion tanto de
palmitato como de TMZ. Estos hallazgos permitiran comprender mejor los
mecanismos fisiopatologicos subyacentes a escenarios de glucolipotoxicidad,
como lo observado en diabetes o IC. Ademas, aportaran nuevas luces al
mecanismo de accion de un farmaco actualmente utilizado en clinica, con
evidentes efectos beneficiosos en el tratamiento de la IC y cuyo mecanismo

sigue siendo materia de discusion en la literatura actual.
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Es evidente que la investigacion cardiolégica actual requiere del
desarrollo de nuevas terapias y del descubrimiento de nuevos blancos
terapéuticos, por lo que el trabajo aqui desarrollado requiere de futuros
investigadores que contribuyan a extender los hallazgos aqui descritos. Los
resultados expuestos sugieren una nueva via de accion para la TMZ, pero los
mecanismos especificos que relacionen a la TMZ con el control morfologico

mitocondrial requieren ser estudiados en profundidad.

157



A Fision

. Disfuncion
Palmitato —-\
/ VRespiracion
/ WPotencial mitocondrial

I/ Q Q VATP

v Ceramidas
v

Diacilglic\j‘/
_ :
S so MUERTE
-~ -
2
x !

Fusién Potenciacion

™Z -—-\ metabdlica

ARespiracion
APotencial mitocondrial
AATP

C

TMZ —
Morfologia y \ @
funciéon normales Ceramidas  Diacilglicerol
Y, A 4
@ T
Palmitato

Palmitato @ /

158



Figura 35. Modelo propuesto: Regulacion de la morfologia y funciéon
mitocondrial en respuesta a palmitato, TMZ y efecto protector de TMZ
frente a palmitato. (A) La sobrecarga celular con palmitato gatilla fision y
disfunciéon mitocondrial por mecanismos no completamente dilucidados, pero
con la posible contribucion de la generacion de intermediarios secundarios
como ceramidas y diacilglicerol. La fisibn mitocondrial predispondria las
mitocondrias hacia un fenotipo menos funcional, evidenciado por una
disminucion de los parametros de respiracion celular, generacion de ATP y
potencial mitocondrial. Estos efectos llevarian a aumentar la permeabilidad
mitocondrial, lo que liberaria factores proapoptéticos, los que contribuiria a la
muerte celular observada a tiempos tardios. (B), TMZ ejerce efectos opuestos
a los observados con palmitato, induciendo fusién mitocondrial lo que se
correlaciona con un estado mas activo de las mitocondrias y una potenciacion
metabdlica evidenciada por un aumento de los parametros de respiracion
celular, produccion de ATP vy potencial mitocondrial. Los mecanismos
subyacentes a estos efectos son desconocidos. (C) Modelo de integracion de
ambos estimulos. La presencia de TMZ antes de la aparicion de palmitato
predispondria a las mitocondrias hacia un estado fusionado y mas activo, lo
que finalmente preserva la morfologia mitocondrial en presencia de palmitato y
protege del colapso metabdlico. La acciéon de TMZ ademas permitiria redirigir el
exceso de palmitato desde la mitocondria hacia depdsitos de lipidos neutros,
secuestrando el palmitato en un depdsito menos activo, lo que disminuiria la
capacidad de generar intermediarios toxicos como ceramidas o diacilglicerol.
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8. CONCLUSIONES

1. Palmitato indujo fision y disfunciéon mitocondrial a tiempos cortos, junto
con aumentar la produccién de ceramidas e intermediarios de la via de

sintesis de novo de ceramidas.

2. La fisibn mitocondrial inducida por palmitato es dependiente de la
activacion y translocacion de DRP-1 hacia la mitocondria, lo cual ocurre
sin cambios en los niveles de expresion de ninguna de las proteinas de

dinamica mitocondrial o masa mitocondrial evaluadas.

3. Palmitato estimulé muerte celular por necrosis y apoptosis a tiempos
tardios. Sin embargo, la fision y disfuncion mitocondrial observadas

ocurrieron previo a la deteccion de muerte con significancia estadistica.

4. TMZ indujo fusién mitocondrial y potencié el metabolismo mitocondrial a

las 24 h y concentracion baja (1 uM).

5. Los efectos morfolégicos de TMZ ocurrieron sin cambios en los niveles
de expresion de las proteinas de dinamica mitocondrial o masa
mitocondrial evaluadas, a través de un mecanismo de accidon no

dilucidado.
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6. Los efectos positivos de TMZ sobre la morfologia y funcion mitocondrial
protegieron a los cardiomiocitos frente al dafio lipotoxico por palmitato al
conservar la morfologia mitocondrial intacta y evitar la pérdida de ATP y

la caida en el consumo de oxigeno inducidas por palmitato.

7. La proteccion observada por TMZ ocurrié asociada a un incremento en
la acumulacidon de lipidos neutros en depdsitos intracelulares,
posiblemente impidiendo la utilizacion de palmitato para la generacion

de intermediarios secundarios toxicos.
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