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RESUMEN
Introduccién: La muerte de los cardiomiocitos induce la pérdida de funcidn del corazén y el
desarrollo de diferentes patologias, sin embargo, se desconoce a cabalidad los mecanismos
implicados. La policistina-1 (PC1) es un mecanosensor presente en los cardiomiocitos, clave
en la funcién cardiaca, por lo que su presencia en los cardiomiocitos podria implicar la
proteccién de los mismos ante un estrés celular. La necrosis y la apoptosis son dos
principales tipos de muerte celular. Durante la apoptosis diferentes vias de sefalizacién son
reguladas, donde BCL-2 es una proteina clave como anti-apoptdtica mientras NIX es pro-
apoptaética. Las variaciones entre ellas son importantes para determinar las vias implicadas
en la apoptosis. Debido a que la PC1 es un mecanosensor, en este proyecto se propuso
estudiar el papel de la PC1 en la proteccidon de los cardiomiocitos ante procesos de muerte
celular, especialmente el ligado a la apoptosis inducida por estrés hiposmético.
Hipotesis: La ausencia de la policistina-1 induce la muerte del tejido cardiaco en condiciones
basales y predispone a la muerte de los cardiomiocitos en cultivo sometidos a estrés
mecanico, asociado a una disminucion de la relacién BCL-2/NIX.
Materiales y métodos: Se utilizaron cardiomiocitos de ventriculo de ratas neonatas en
cultivo, silenciadas para la PC1 (siPC1), en condiciones basales y sometidas a estrés mecanico
con un medio hipo-osmético (HS) y muestras de tejido cardiaco de ratones jovenes y seniles,
controles y knockout para la PC1 (PC1 KO) en los cardiomiocitos.
Resultados: La deficiencia de PC1 en los cardiomiocitos (siPC1l) induce la muerte por
apoptosis de los mismos mientras aumenta la muerte posterior a un estrés hiposmotico. La
relacién BCL-2/NIX disminuye en los cardiomiocitos siPC1 sometidos a estrés mecanico,
debido principalmente a la disminucién del contenido de BCL-2 en condiciones basales. Por
otro lado, los animales PC1 KO no muestran diferencias en el contenido de BCL-2 o NIX, pero
si muestran un aumento del contenido de Bax, otra proteina pro-apoptética.
Conclusion: Nuestros datos indican que la PC1 tiene un papel regulador de la apoptosis en
los cardiomiocitos, aun en condiciones basales y, al menos en parte, por evitar la disminucidn
del contenido de proteinas pro-apoptéticas como BCL-2 y el aumento de NIX ante un estrés

hiposmotico.
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ABSTRACT

Background: Cardiomyocyte death leads to the loss of the heart function and the
development of different pathologies; however, the implied mechanisms are poorly
understood. Polycystin-1 (PC1) is a mechanosensor present in the cardiomyocytes, key in the
heart function, so its presence in cardiomyocytes may involve the protection of them against
a cellular stress. Necrosis and apoptosis are the two major classes of cellular death. During
apoptosis, different signaling pathways are regulated, where BCL-2 is a key anti-apoptotic
protein whereas NIX is pro-apoptotic. The variations between them are relevant to
determinate the implied pathways in the apoptosis. Since PC1 is a mechanosensor, this
project aims to study the role of PC1 in the protection of the cardiomyocytes against the
processes of cellular death, especially the one linked to apoptosis induced by hiposmotic
stress.

Hypothesis: The absence of Polycystin-1 induces the death of the cardiac tissue in basal
conditions and predisposes to the death the cardiomyocytes in culture subjected to
mechanical stress, associated with a decrease in the BCL-2/NIX ratio.

Materials and methods: Neonatal rat ventricular cardiomyocytes, PC-1 silenced (siPC1),
where used, in basal conditions and subjected to mechanical stress with a hypo-osmotic
medium (HS), and samples of young and senile rat cardiac tissue, control and knockout for
PC1 (PC1 KO) in the cardiomyocyte.

Results: PC1 deficiency in cardiomyocytes (siPC1) induces death by apoptosis of them while
increasing death following hypo-osmotic stress. The BCL-2/NIX ratio decreases in siPC1
cardiomyocytes subjected to mechanical stress, mainly due to the decrease in BCL-2 content
at baseline conditions. Conversely, PC1 KO animals do not show differences in BCL-2 or NIX
content, but they do show an increase in the content of Bax, another pro-apoptotic protein.
Conclusion: Our data suggest that PC1 has a regulatory role for apoptosis in the
cardiomyocytes, even under basal conditions and, at least in part, to avoiding the reduction
of the pro-apoptotic protein content as BCL-2, and the increase in NIX content to a hypo-

osmotic stress.
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INTRODUCCION

El corazén estd formado por diferentes tipos de células, las que contribuyen a sus
propiedades estructurales, bioquimicas, mecanicas y eléctricas. Entre ellas, las células
endoteliales se encuentran en el revestimiento de los vasos sanguineos, en el endocardio y
en las valvulas cardiacas. Las células musculares lisas contribuyen en el flujo de entrada y
salida de las arterias coronarias. Células precursoras de vasos coronarios y fibroblastos
cardiacos se encuentran en el epicardio y las células marcapasos y las fibras de Purkinje
generan y conducen los impulsos eléctricos (1). Por ultimo, las células musculares cardiacas o
cardiomiocitos llevan a cabo la funcidon de contraccion del corazén y la consecuente eyeccion
de la sangre hacia los tejidos periféricos. Debido a que los cardiomiocitos son células
terminalmente diferenciadas, cualquier proceso que induzca la muerte de los mismos puede
constituir una causa de disminucion de la funcion cardiaca y el desarrollo de diferentes

patologias.

En cada ciclo cardiaco, el corazén se encuentra sometido a un proceso fisioldgico de
estiramiento mecdnico, donde las fuerzas internas como la contraccién y relajacion, o la
deformacién de la membrana celular, son sensadas a través de receptores llamados
mecanosensores, los cuales transforman la sefial mecdnica en quimica, permitiendo su

integracion rio abajo para regular la sobrevida celular, entre otros (2).

Un estiramiento sostenido o mayor al fisiolégico se define como estrés mecanico (EM),
el cual es capaz de modular, a su vez, el crecimiento, remodelamiento eléctrico y cambios en
la expresidon génica que derivan en la sobrevida o la muerte (apoptosis, por ejemplo), de los
cardiomiocitos (2), entre otras cosas. El EM ha sido sefialado como una de las primeras
causas del dafo y el desarrollo de diferentes patologias, como la hipertrofia cardiaca o el
aumento de la muerte de los cardiomiocitos durante el infarto del miocardio
(isquemia/reperfusion, IR), producido por la disminuciéon del aporte de oxigeno y nutrientes a

las células.
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En el caso de la IR, el EM es producido por el aumento del volumen celular durante la
reperfusion a causa del incremento de osmolaridad celular durante la isquemia (3, 4). Mas
aun, dicha muerte puede verse exacerbada ante una sobrecarga de presidn previa a la IR (3).
No obstante, en controversia con lo anterior, algunos estudios sugieren que, si el estrés
mecanico es desarrollado previo a un infarto del miocardio, este confiere proteccion al tejido
cardiaco (5). En cuanto a la hipertrofia cardiaca, la misma puede ser dividida en fisioldgica,
basicamente cuando no esta asociada a falla cardiaca y patoldgica, cuando efectivamente
lleva a un deterioro mantenido en la funcion, relacionado entre otros al incremento cronico
en la carga hemodinamica con asociacidn a la muerte de los cardiomiocitos, disfuncion

sistdlica y diastdlica (6).

Por otro lado, fisiolégicamente el envejecimiento cardiaco es caracterizado por un
deterioro progresivo tanto a nivel de estructura (fibrosis, pérdida del numero de
cardiomiocitos por apoptosis o necrosis y aumento del tamano de los cardiomiocitos
sobrevivientes), como de la funcidn (disminucion en el volumen expulsivo y en la fraccidn de
eyeccion) (7). Como una consecuencia del aumento de rigidez en la aorta, el corazon,
especialmente el ventriculo izquierdo, se ve expuesto a un estrés mecdnico cada vez mayor
debido a la necesidad de generar una presidon que supere la resistencia de la aorta. Esta
rigidez condiciona la aparicion de hipertension sistdlica, hipertrofia ventricular izquierda e
isquemia miocardica ocasionada por el deterioro en el suministro de sangre en el miocardio,
lo que conlleva al deterioro estructural y funcional antes mencionado (8). Hasta el momento
se desconoce las consecuencias del envejecimiento en la capacidad de estiramiento

propiamente de los cardiomiocitos.

Pese a la importancia del EM en la fisiologia cardiaca se desconoce en su totalidad la
identidad de los mecanosensores expresados en los cardiomiocitos y las vias fisiolégicas y

patolégicas que los mismos regulan en dicho tejido.
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Reportes previos de nuestro laboratorio describen a la policistina-1 (PC1) como un
mecanosensor clave en la funcién cardiaca (9). Ratones deficientes para la expresion de dicha
proteina en los cardiomiocitos (PC1 KO), presentan una disminucion de la contractilidad del
corazén, sin embargo, aln no esta clara la causa de la misma. Hasta el momento, no ha sido
estudiado el rol de la PC1 en la sobrevida de los cardiomiocitos, ya sea en condiciones

fisioldgicas o patoldgicas.

Tipos de muerte celular y desarrollo de patologias cardiacas

Hasta el momento se acepta la idea de que los cardiomiocitos, al ser células
terminalmente diferenciadas, no conservan la capacidad de dividirse. Debido a que el
corazdn es un 6rgano sometido a diferentes y continuos tipos de estrés, las vias de sobrevida
en dichas células cobran suma importancia para mantener una funcién cardiaca adecuada.
Asi, la pérdida masiva de cardiomiocitos conlleva al remodelamiento cardiaco y
frecuentemente a la disminucién de su funcién (10). Debido a esto, la muerte de los
cardiomiocitos constituye un punto clave en el desarrollo de diferentes enfermedades como

las cardiomiopatias dilatadas, el infarto del miocardio y la hipertrofia cardiaca (10).

La necrosis y apoptosis constituyen dos de los principales tipos de muerte celular. Una
tercera forma la constituye la autofagia. Estas tres se han descrito como involucradas en el

desarrollo de diferentes enfermedades cardiacas (10) (11).

La necrosis se considera un tipo de muerte no programada, en el cual la membrana
celular se dafa liberando el material intracelular al medio externo, lo cual induce un
aumento del dafio y muerte de las células vecinas (11). Por otra parte, la apoptosis es un tipo
de muerte celular programada en el cual, ya sea a través de una via intrinseca o extrinseca,
induce la activacion de proteasas llamadas caspasas que llevan a la degradacidn de proteinas
y material genético conduciendo a la muerte celular (11). Por ultimo, la macroautofagia es un
proceso celular basal que puede llevar a la sobrevida o muerte celular dependiendo del

grado de activacion de la misma (12). Se caracteriza por la formacion de vacuolas autofagicas



Pagina |11

gue contienen material citoplasmatico, el cual se degrada posteriormente en los lisosomas

por la fusion de los mismos con las vacuolas autofagicas (12).

Diferentes patologias cardiacas cursan con muerte de los cardiomiocitos. Asi, durante
el infarto del miocardio, las células mueren principalmente por necrosis en el drea de infarto,
sin embargo, se encuentra descrita una muerte masiva por apoptosis en las areas colindantes
con la misma (13). Por otra parte, la apoptosis de los cardiomiocitos es observada
frecuentemente durante la hipertrofia inducida por sobrecarga de presion (estrés mecanico),
lo que conlleva a una disminucién en el grosor de la pared y dilatacion (14). Se conoce menos

sobre la muerte por autofagia en estas patologias y los datos son mas controversiales.

Hasta el momento, las vias generales que inducen la muerte de los cardiomiocitos,
como el aumento desmesurado de las especies reactivas de oxigeno o la sobrecarga del ion
calcio (Ca?*) en el citoplasma durante ciertos procesos patoldgicos como la IR son conocidas,
sin embargo, se sabe menos sobre las vias rio arriba que regulan a los mismos. En esta tesis
estamos interesados en el estudio de la muerte de los cardiomiocitos regulada por la PC1,

especificamente la mediada por necrosis y apoptosis.

Muerte celular inducida por apoptosis y la via BCL-2 y BNIP3L/NIX
La apoptosis puede ser iniciada por la activacién de cualquiera de dos vias: la extrinseca
y/o la intrinseca. En los cardiomiocitos, al igual que en otras células, los estimulos

apoptoticos pueden conducir a la activacion de cualquiera o de ambas vias (15).

La via extrinseca supone la activacidén de receptores de superficie y posteriormente y
de manera secuencial, la activacidn de diferentes cisteina-proteasas llamadas caspasas. La via
intrinseca, por su parte, involucra a la mitocondria y el reticulo endoplasmatico y a la
activacion de una serie de proteinas englobadas dentro de la familia BCL-2, ademas de las

caspasas efectoras (15).
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La familia BCL-2 (gen de la leucemia/linfoma de células B) de proto-oncogenes juega un
rol central en la regulacion de la muerte celular programada mediante la supresion (BCL-2 o
BCL-XL, por ejemplo) o la promocidn (BAX, BAK, BCL-Xs, por ejemplo) de la apoptosis, siendo

BCL-2 la proteina principal y mas estudiada de esta familia (16).

Por su parte, otro sub-grupo de la familia de proteinas BCL-2, llamado “BNip” (BNip1,
BNip2, BNip3, y BNip3L o NIX), cuyo nombre proviene del inglés “Proteinas de interaccion 3
de adenovirus E1B 19 kDa y BCL-2”, se distingue funcionalmente por la induccién de la
muerte celular (tanto apoptosis como necrosis), y estructuralmente por un dominio BH3

atipico, innecesario para efectos de promocion de la muerte (17).

Mientras que BNipl y BNip2 se expresan en la envoltura nuclear, BNip3 y NIX se
expresan en la mitocondria y el reticulo sarcoplasmatico. Especificamente a nivel cardiaco,
BNip3 es inducido por hipoxia (via HIF-1a) y es un importante mediador de la muerte celular
ante isquemia cardiaca (18, 19), mientras que NIX parece estar mas asociado con sefales de
hipertrofia cardiaca, como la inducida por sobrecarga de presion y especificamente con las
sefiales que involucran a la subunidad a de la proteina Gq y la proteina quinasa C, las cuales

inducen un aumento de su expresion (14, 19, 20).

La sobrecarga de presién induce la apoptosis de las células del tejido cardiaco debido a
la sobreexpresiéon de NIX (19), lo que contribuye a la transicion de la hipertrofia concéntrica a
cardiomiopatia dilatada (14). Esto ha sido corroborado ademds cuando se utiliza un estimulo
patolégico como la constriccion adrtica transversa (TAC), donde se disminuye la luz de la
aorta generando un modelo que induce la hipertrofia cardiaca por sobrecarga de presidn
(21). Por el contrario, la deficiencia de NIX protege de la muerte celular, fibrosis, del
remodelamiento de la cardiomiopatia mediada por sobrecarga de presidn y de la posterior
falla cardiaca (14, 17, 22). En contraposicidon a todo esto, BCL-2 y BCL-XL protegen de dichos

eventos (19).
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La expresion genética es la principal via de regulaciéon de NIX (21) y a diferencia de
otros tejidos, NIX se expresa en forma constitutiva en el corazén (23, 24,25). A nivel
funcional, se ha demostrado que tanto BNip3 como NIX inducen la muerte celular, mediante
la apertura del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial (MPTP, por sus siglas en
inglés), fundamental en la induccion de la apoptosis, en forma dependiente de BAX y BAK
(26, 27), o directamente mediante el incremento del ingreso del Ca?* mitocondrial (17). La
apertura del MPTP es crucial para la liberacidn de citocromo-c y formacion del apoptosoma
gue activa las caspasas efectoras y la apoptosis propiamente (11). La unién de BCL-2 a BNIP-3

o NIX cesa la actividad pro-apoptética de las ultimas (21).

Si bien la sobreexpresion de NIX en roedores adultos no incrementa la mortalidad hasta
al menos la octava semana de vida, si implica un aumento en la actividad apoptotica, lo que
se traduce en una menor contractilidad ocasionada por la muerte de los cardiomiocitos vy la

progresion hacia la falla cardiaca (25).

Policistina como mecanosensor

Las policistinas son una familia de proteinas transmembrana cuyos integrantes mas
estudiados son la policistina-1 (PC1) y la policistina-2 (PC2). Se expresan en corazoén, higado,
huesos y glandulas endocrinas, pero su funcién ha sido caracterizada principalmente en los
cilios primarios de las células renales (28), dado que la mutacién del gen PKD1 o PKD2,
quienes codifican para PC1 y PC2 respectivamente, son los causantes de la enfermedad
poliquistica renal autosémica dominante (29). Mientras que la PC2 es un canal de Ca?* no
especifico, tanto de membrana como de reticulo endoplasmatico, PC1 es un mecanosensor
capaz de regular la funcion de la PC2 o ejercer su funcion de mecanosensor en forma

independiente de esta ultima (28).

La PC1 es una proteina de 450 kDa y posee un gran dominio N-terminal extracelular
(~3000 aminoacidos), 11 dominios transmembrana (~1000 aminoacidos) y una pequefia cola

C-terminal intracelular (~300 aminoacidos) que participa en la sefializacion intracelular (30).
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A nivel de epitelio renal, la PC1 actua como un mecanosensor del flujo de orina mediante su
dominio N-terminal, activando, via proteina G, canales de Ca?* (31). También se encuentra
reportado que la PC1 podria estar implicada en procesos de proliferacién, adhesion vy

diferenciacién celular; pero las vias de sefializacién para estos eventos no son claras (32).

Policistina-1y su funcién en el tejido cardiaco

A nivel cardiaco, nuestro laboratorio reportd recientemente que la PC1 también es un
mecanosensor en los cardiomiocitos, donde estaria involucrada en el desarrollo de Ia
hipertrofia cardiaca inducida por estrés mecanico in vitro (modelo de estrés hipo-osmético),
y por una sobrecarga de presion in vivo (TAC), (9). Asi, ratones deficientes para la expresion
de la PC1 en los cardiomiocitos (PC1 KO) sometidos a TAC no desarrollaron hipertrofia ni

fibrosis del tejido cardiaco.

Por otra parte, los ratones PCl1 KO (7-11 semanas de edad), presentaron una
disminucién de un 25 % de la fraccion de acortamiento y un aumento del diametro del
ventriculo izquierdo al final de la sistole medido por ecocardiografia (9) sin desarrollo de
hipertrofia compensatoria en estado basal. A pesar de lo anterior, datos preliminares de
nuestro laboratorio sugieren que estos ratones tienen una sobrevida disminuida con
respecto a los controles (9 meses en promedio) y un desarrollo de cardiomiopatia dilatada en

las fases finales de su vida (Anexo 1).

Hasta el momento, desconocemos las causas y vias a través de las cuales la PC1 regula
la funcién cardiaca, asi como las vias que finalmente llevan al desarrollo de la insuficiencia

cardiaca.

Se ha descrito previamente que la muerte de los cardiomiocitos conlleva a una
disminucién de la funciéon cardiaca contractil (25) y que los mecanosensores pueden
transducir sefiales tanto de sobrevida como de muerte celular (26). Este trabajo propone

estudiar si la ausencia de la PC1 determina la induccion de la muerte de los cardiomiocitos
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tanto en muestras provenientes del tejido cardiaco como de cardiomiocitos de rata neonata

en cultivo.

Relacién entre policistina-1y BCL-2

La PC1 es capaz de inhibir la apoptosis a través de la regulacién positiva de los niveles
de la proteina anti-apoptética BCL-2 (33). Mas aun, se ha encontrado que el C-terminal de la
PC1 interactia e inhibe a la subunidad al2 de la proteina Gq, impidiendo que al ser
estimulada aumente la apoptosis mediante la degradacién de BCL-2 y la estimulacidon de JNK
(34). Lo anterior explicaria, al menos en parte, que la sobreexpresién de la PC1 en células
renales en cultivo, las vuelva resistentes frente a un estimulo apoptético (34). Sin embargo,

desconocemos si la misma via puede ser regulada en los cardiomiocitos.

Debido a lo expuesto anteriormente proponemos que la ausencia de la PC1 induce a la
muerte del tejido cardiaco proveniente de ratones PC1 KO en condiciones basales vy
predispone a la muerte de los cardiomiocitos de rata neonata en cultivo sometidos a estrés
mecanico, lo cual estaria asociado a una disminucién de la relacion BCL-2/NIX. Esto ocurriria
debido, al menos en parte, a que la disminucidon de los niveles de PC1 conlleva a una
disminucién de los niveles de BCL-2, aumentando la muerte celular por apoptosis; el cual se

veria exacerbado ante un estrés de tipo mecanico, dado que PC1 un mecanosensor.
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HIPOTESIS

La ausencia de la policistina-1 induce la muerte del tejido cardiaco en condiciones
basales y predispone a la muerte de los cardiomiocitos en cultivo sometidos a estrés

mecanico, asociado a una disminucién de la relacién BCL-2/NIX.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el rol de la policistina-1 en la muerte del tejido cardiaco en condiciones
basales y de los cardiomiocitos en cultivo posterior a estrés mecdnico, asociados a cambios

en la expresion de BCL-2 y NIX.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la muerte de los cardiomiocitos de ratas neonatas en cultivo sometidos

a estrés mecanico.

Este objetivo nos permitira estudiar el papel de la PC1 en la muerte de los cardiomiocitos de
rata neonata en cultivo. Utilizaremos como modelo de estrés el mecanico y se evalud la

apoptosis y necrosis de las células.

2. Determinar cambios en la relacion BCL-2/NIX en cultivo de cardiomiocitos de rata

neonata sometidos a estrés mecanico.

Este objetivo nos permitird conocer si la ausencia de la PC1 en los cardiomiocitos en cultivo
sometidos a estrés mecanico altera la relacion BCL-2/NIX, lo cual podria estar asociado a

cambios en la muerte de los cardiomiocitos.
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3. Determinar los niveles de apoptosis y el contenido de BCL-2, NIX y Bax en los

corazones provenientes de ratones knockout para la PC1.

Este estudio nos permitird conocer el papel de la PC1 de los cardiomiocitos en el dafio y la
muerte del tejido cardiaco en condiciones basales. Utilizamos ratones PC1 KO y controles en

dos estadios de la vida; jovenes y seniles.

Estrés Mecanico Estrés Mecanico
. Citoplasma Citoplasma
o n}
o o
g Muerte celular g 1 Muerte celular
|INIX + BCI-2 = |BCI-2/NIX |TNIX + |BCI-2 = |lIBCI-2/NIX
HINIX Nidcleo HINIX Nucleo

XU D@

Esquema de la hipétesis. Tanto en condiciones basales como de estrés mecanico la

policistina-1 (PC1) mantiene el contenido proteico de BCL-2 (anti-apoptética) dentro de
rangos fisiologicos, lo cual mantiene la relacién BCL-2/NIX en niveles normales,
disminuyendo la probabilidad de muerte del cardiomiocito. Por el contrario, en
condiciones donde la PC1 se encuentra disminuida o ausente (derecha), los niveles de
BCL-2 se encuentran disminuidos, con lo cual la relacion BCL-2/NIX disminuye

notoriamente, induciendo la muerte del cardiomiocito.
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MATERIALES Y METODOS

1. Modelo animal y grupos de estudio

Se utilizaron ratones (C57BL/6) silenciados para la expresién del gen de la PC1 (Pkd1)
especificamente en los cardiomiocitos, knockout para la PC1 (PC1 KO). De acuerdo con lo
descrito previamente (9), los ratones PC1 KO se obtuvieron a través de la cruza entre ratones
modificados genéticamente para portar un gen para la recombinasa Cre, cuya expresion es
controlada por el promotor de la cadena pesada de la a-miosina (aMHC Cre), y ratones que
poseen los alelos del gen de la PC1 flanqueados por sitios LoxP (PC17/F). Como controles se

utilizaron tanto los ratones aMHC-Cre como los PC1F/F,

Para los experimentos con cardiomiocitos en cultivo se utilizaron ratas neonatas

Sprague-Dawley, 1-3 dias de edad, de ambos sexos.

Esta tesis utilizé los siguientes grupos de estudio:
» Objetivo 1: a) ratones controles y PC1 KO de 9-11 semanas de edad (jovenes) y
b) 7-11 meses de edad (seniles).
» Objetivo 2 y 3: cardiomiocitos controles y knockdown para la PC1 basales y

sometidos a estrés mecanico.

La mantencién y manipulacién de estos animales se realizaron de acuerdo con las
normas éticas establecidas para animales de experimentacion “Guide for the care and use of
laboratory animals” (National Institutes of Health, EEUU, 2011). Protocolo de bioética CBA
#0907 FMUCH.

2. Cultivo de cardiomiocitos neonatos y transfecciones

El cultivo de cardiomiocitos neonatos se realizé de acuerdo con lo descrito previamente
(9). Brevemente, las ratas neonatas se decapitaron y se procedié rapidamente a la extraccion
de los corazones y separacion de los atrios de los ventriculos. Estos ultimos fueron cortados y

se realizaron digestiones sucesivas con pancreatina (Sigma-Aldrich) en concentracion de 0,1
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g/100 mL PBS 1X (Hyclone, GE Healthcare Life Sciences). Las células obtenidas de dichas
digestiones fueron extendidas en placas de plastico a 37 2C en un incubador de CO; (5 % CO,
95 % O3) por 1 hora en presencia de medio de incubacion (DMEM:M199 4:1; 10 % suero fetal
bovino; 5 % suero equino). Posterior al tiempo indicado, el sobrenadante que contiene a los
cardiomiocitos fue separado. Las células se contaron en una cdmara de Neubauer y se
procedid a la siembra de los cardiomiocitos en placas de plastico previamente recubiertas
con gelatina. Los cardiomiocitos se mantuvieron en medio de mantencién: DMEM:M199
(4:1); suero fetal bovino 10 %, penicilina:estreptomicina (100 unidades/mL:100 pg/mL),

bromodesoxiuridina 100 umol/L.

Para disminuir la expresion de PCl1 en los cardiomiocitos, los mismos fueron
transfectados durante toda la noche con un siRNA de secuencia especifica (siPC1, Sigma-
Aldrich), a una concentracion de 120 nM, de acuerdo con lo descrito previamente (9). Los
experimentos que involucraron células knockdown para la PC1 se llevaron a cabo 16 horas

post-transfeccion.

3. Obtencion de corazones de ratones C57BL/6

Los ratones fueron expuestos a isofluorano USP al 0,1 % (1 mg/L; dosis correspondiente
a la de eutanasia) en un recipiente de vidrio herméticamente sellado (Baxter Healthcare).
Una vez evidenciados signos de sedo-analgesia profunda se realizé la apertura del térax para
extraer el corazén completo. Posteriormente los ventriculos fueron separados de los atrios.
Las muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido, trituradas en un mortero y

almacenadas a -80 °C hasta su uso.

4. Modelo de estrés mecanico
El estrés mecanico fue inducido de acuerdo con lo descrito previamente (9, 35).
Brevemente, los cardiomiocitos fueron expuestos a una solucién hiposmdtica, (medio de

mantencién diluido 1:2) por 48 horas.
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5. Medicidn de la actividad lactato deshidrogenasa

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) es liberada desde el citoplasma celular solo en
casos de permeabilizacidon de la membrana plasmatica, un evento caracteristico de la muerte
por necrosis (36). Para cuantificar los niveles de necrosis de los cardiomiocitos en cultivo, el
sobrenadante de las células en cultivo fue obtenido posterior a los estimulos realizados y las
células que aun permanecieron en la placa de cultivo fueron lisadas (células vivas posterior al
estimulo). Se midieron los niveles de LDH tanto en el sobrenadante como en las muestras
provenientes del lisado celular. La suma de ambas mediciones se refiere como el LDH total de
las células contenidas en la placa del experimento y el LDH del sobrenadante se expresa
como el porcentaje del total y se refiere como el porcentaje de necrosis obtenido de la placa

correspondiente. Es decir:

LDH SN _ % liberacidn . LDH SM: LDH Sobrenadante
LDHSMN+LDH LS de LDH al medio LDH LS: LDH Lisado Celular

*Considerando LDH 100% = LDH SN + LDH LS
Para la medida del LDH se utilizd el kit CytoTox96® Non-Radioactive Citotoxicity Assay

(Promega), segun indicaciones del fabricante.

6. Western blot
6.1 Preparacidon de homogeneizados

Los cardiomiocitos en cultivo o las muestras de corazones de ratdn (jovenes y seniles), se
homogeneizaron en presencia de un tampdén de lisis comercial (T-PER®Tissue Protein
Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific), conteniendo inhibidores de proteasas
(Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets EASY packs, Roche) y fosfatasas (PhosSTOP-
Phosphatase inhibitor cocktail tablets, Roche). Los lisados fueron centrifugados a 10.000 x g a

4 2Cy los sobrenadantes obtenidos fueron almacenados a -80 2C hasta su uso posterior.

6.2 Determinacion de proteinas
La concentracion de proteinas de los cardiomiocitos en cultivo o las muestras de

corazones de ratén (jovenes y seniles) fueron determinadas por el método de Bradford,
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utilizando el reactivo Protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad), de acuerdo con las instrucciones

del fabricante.

6.3 Deteccion de proteinas

Las proteinas obtenidas previamente fueron separadas en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE), transferidas a una membrana de soporte de PVDF (Difluoruro de polivinilideno,
Immobilon®-P*9, Merck), y expuestas a anticuerpos especificos para caspasa-3, NIX, BCL-2 y
Bax (Santa Cruz Biotechnology). Luego, fueron incubadas con anticuerpos secundarios
conjugados a la peroxidasa de rabano y la sefial se recogié a través del equipo Chemidoc™
XRS System (Bio-Rad). La cuantificacién de los niveles de GAPDH fueron utilizados como
control de carga. La cuantificacion de todas estas proteinas fue realizada a través del
programa Image Lab y los resultados han sido expresados como la razdn entre la proteina

estudiada y el GAPDH.

7. Aislamiento y cuantificacion del RNA mensajero por RT-PCR cuantitativa

Los RNA mensajeros de las muestras de ventriculo cardiaco de ratones controles y PC1
KO (jovenes y seniles) fueron aislados. Brevemente, las muestras fueron lisadas con trizol
(Purezol, Bio-Rad) y posterior a la incubacién en presencia de cloroformo (Merck), la fase
acuosa fue obtenida. El RNA fue precipitado con isopropanol al 75 % (Merck) a -80 2C por 1
hora y posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 10.000 x g por 10 min. El pellet
obtenido fue diluido 10 veces con H,0 libre de DNAsas y RNAsas (Hyclone, GE Healthcare Life
Sciences), a una concentracion final de 1,5 ng/uL. La obtencion de los cDNA fue realizada por
transcripcién reversa utilizando el iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad), de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

Para la cuantificacion de los diferentes genes a estudiar una PCR en tiempo real fue
realizada (QRT-PCR) utilizando el reactivo Brilliant Il SYBR® MM (Agilent Technologies) y

partidores especificos (Tabla 1). El método del ACt fue utilizado para el calculo de la
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abundancia del transcrito. Los datos fueron corrigidos por los niveles del 18S rRNA respectivo

de cada muestra.

8. Citometria de Flujo
Para evaluar apoptosis mediante citometria de flujo, el sobrenadante del cultivo

celular para cada condicion fue recolectado (este medio contenia células que se habian
despegado durante el experimento). Las células adheridas fueron lavadas con 200 ulL de PBS
1X (Hyclone) y luego fueron expuestas a tripsina (34). La suspensidon de células obtenidas
posteriormente, junto con el sobrenadante antes obtenido se mezclaron y centrifugaron a
250 x g por 5 minutos. El pellet obtenido fue re-suspendido en un tampdn de unién el cual
contenia Anexina-V-FITC 1 uL/mL (Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit, Abcam) durante
15 minutos en oscuridad, de acuerdo con lo indicado por el fabricante. Posteriormente, las
células fueron nuevamente suspendidas en un tampdn de unidn que contenia yoduro de
propidio (IP) 1 pL/mL contenido en el mismo Kit. Las células fueron analizadas en un
citometro de flujo BD FACSCantoA (BD Biosciences). Los datos obtenidos fueron analizados
con el programa CYFLOGIC; los histogramas obtenidos se dividieron en cuatro cuadrantes: en
el cuadrante inferior izquierdo aparecieron las células viables, en el inferior derecho
aparecieron las células en apoptosis temprana, en el superior derecho necroptosis y en el

superior izquierdo necrosis.

9. Reactivos
DMEM, M199, suero fetal bovino, suero equino y solucién de penicilina:estreptomicina

fueron provistos por Hyclone, GE Healthcare Life Sciences. Bromodesoxiuridina fue obtenido

de Sigma-Aldrich.

10. Anadlisis estadistico y calculo del tamafo de muestras

Para la deteccion de cambios entre los grupos de estudio, de por lo menos un 20 %, con
un a= 0,05 y un poder del 90 %, se necesitaron un minimo de 6 experimentos independientes
para cada grupo a analizar por tipo de experimentos, ya sea para los experimentos de

western blot o de QRT-PCR. El andlisis estadistico se realizé a través de un t-Test no pareado
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para comparar dos grupos experimentales o un test de ANOVA de una via, seguido del post-
test de Tukey para la comparacion de mas de 2 grupos experimentales. Se consideraron

diferencias significativas entre los grupos cuando se presente un P<0,05.

Tabla 1.- Partidores utilizados para qRT-PCR (ratdn)

Gen Secuencia Forward Secuencia Reverse

NIX AAGAGGCAGTTCGCACTGTGACA | TCTACAACTTCTTCTTCTGACTGAGAGCTG

BCL2 | TGAGTACCTGAACCGGCATCT TTCAGAGACAGCCAGGAGAAA

Bax CTGGATCCAAGACCAGGGTG GTGAGGACTCCAGCCACAAA

18S CGGACAGGATTGACAGATTG CAAATCGCTCCACCAACTAA
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RESULTADOS

La expresion deciente de la Policistina-1 (PC1) aumenta la muerte de los cardiomiocitos de
ratas neonatas sometidas a estrés mecanico in vitro

La necrosis y la apoptosis son los dos tipos de muerte celular mas ampliamente
descritos y estudiados. Para determinar el papel de la PC1 en la muerte de los cardiomiocitos
neonatos en cultivo, controles y deficientes para la expresiéon de la PC1 (siPC1), fueron
expuestos a un medio hiposmético (HS) por 48 horas como modelo de estrés mecanico.
Nuestros resultados indican que la deficiencia de la PC1 induce un aumento de la necrosis de
los cardiomiocitos cuando los mismos son sometidos a un estrés hiposmodtico, mientras que
la sola deficiencia de esta proteina pareceria no aumentarla (Figura 1). Estos resultados en su
conjunto sugieren que la presencia de la PC1 en los cardiomiocitos los protegeria de la

necrosis inducida por estrés mecanico.

Figura 1.- Cuantificacion de lactato deshidrogenasa

_ °07 * (LDH) liberada al medio de cultivo. Cardiomiocitos
g $ T controles o disminuidos en la expresidon para la PC1 con
\g E 407 un siRNA especifico (siPC1) fueron expuestos a estrés
E ; hiposmatico (HS) por 48 horas. Los valores se muestran
g (_Iu 209 - como promedios *SEM y fueron analizados mediante
- 3 un ANOVA de una via seguido por un post-test de Tukey
0 r T (n=9). *P<0,05 vs. C, HS y siPC1.
HS: - + - +
siPC1: - - + +

Para determinar el grado de apoptosis que presentaban estos cardiomiocitos, las
células fueron analizadas en un citdmetro de flujo posterior a los estimulos. Si bien nuestros
datos no son significativos, muestran una clara tendencia que sugiere que la sola disminucidn
de la expresién de la PC1 en los cardiomiocitos induce su muerte de los mismo via apoptosis,

al contrario de lo observado con la necrosis, donde las células siPC1 no presentan diferencias
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con respecto al control. Una vez estimuladas con HS, las células siPC1 no presentaban

diferencias respecto a las que provenian de condiciones basales (Figura 2).

En su conjunto, nuestros resultados sugieren que la PC1 tiene un efecto protector ante
la muerte de los cardiomiocitos. Frente al estrés hiposmdtico en el caso de la necrosis y al
parecer incluso en condiciones basales frente a la apoptosis, describiendo a la PC1 como un

nuevo regulador de muerte de los cardiomiocitos.

PE-A

PE-A
PE-A

FITC-2 FITC-2 FITC-A FITC-2

Control HS siPC1 siPC1+HS

Figura 2.- Los cardiomiocitos controles o

201
;\‘-’\ disminuidos en la expresiéon para la PC1 con un
§ 154 - siRNA especifico (siPC1), se expusieron a estrés
:*8 hiposmético (HS) por 48 horas. Arriba, graficos
S 10- representativos obtenidos de los registros por
o
Q
('5 . , . . s
" - citometria de flujo. Abajo, grafico de barras con la
(U 5_ .re . ’ , )
S cuantificacion del nimero de células apoptéticas
Na)
&) obtenida de los graficos en porcentaje (%). Los
0 i 0 valores se muestran como promedios *SEM vy
HS: - + - + fueron analizados mediante un ANOVA de una via
SiPC1: - - + +

seguido por un post-test de Tukey (n=4).
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La deficiencia de la PC1 en los cardiomiocitos en cultivo se relaciona con un aumento de
NIX y una reduccion de BCL-2 y Bax posterior al estrés mecanico.

Para analizar si las proteinas involucradas en las vias apoptdticas; NIX, BLC-2 y BAX
estan alteradas al reducir la expresién de la PC1, cardiomiocitos en cultivo, controles y siPC1,

fueron expuestos a HS, y se analizé el contenido de dichas proteinas.

Nuestros datos indican que las células deficientes en PC1 presentan un aumento de la
proteina pro-apoptdtica NIX cuando son expuestas al HS (Figura 3A), sin embargo, el
contenido proteico de Bax (pro-apoptdtica) y BCL-2 (anti-apoptdtica), presentan una
disminucién (Figura 3B y 3C, respectivamente). Por otro lado, mientras el contenido de Bax
disminuye por la sola exposicion de las células al HS, sugiriendo que la PC1 podria no estaria
implicada en dicha disminucidn, las células siPC1 en estado basal presentan una disminucién
en los niveles de BCL-2, sugiriendo que la presencia de la PC1 es necesaria para mantener los
niveles de esta proteina. Nuestros datos indican ademas que la relacion BCL-2/NIX disminuye
en todas las condiciones estudiadas con respecto al control (Figura 3D), en tanto la relacion

BCL-2/Bax no presento variaciones estadisticamente significativas (Figura 3E).

Estos datos, en su conjunto, sugieren que la disminucion proteica de la PC1 frente al
estrés mecanico podria inducir los niveles de NIX y la disminuciéon de BCL-2, mds aun, la
deficiencia de PC1 induciria por si sola la disminucidon de BCL-2, lo que podria relacionarse
con el aumento en la apoptosis como quedd demostrado por el experimento antes descrito

(34).
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NIX [ —— ] 48KDa Bax 23 KDa
GAPDH | ~—= s wowl 36 KDa GAPDH [===—=———1]-36 KDa
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Figura 3.- Niveles proteicos de: A) NIX, B) Bax y

E) C) BCL-2 de muestras obtenidas de
1.57 cardiomiocitos controles y deficientes para la
expresion de PC1 (siPCl1), estimuladas con

E 1.0 T solucién hiposmética (HS). En D) y E) se muestra

~ la  relacion  BCL-2/NIX 'y  BCL-2/Bax,

§ 0.5 respectivamente. Los valores se muestran como

promedio +SEM, analizados mediante un ANOVA

0.0 de una via seguido por un post-test de Tukey
HS: - * - * (n=5-9). *P<0,05 vs. Control.

siPC1: - - + +
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Para determinar si las variaciones observadas en los niveles proteicos de NIX y BCL-2 se
debian a diferencias en el contenido del mRNA de estas proteinas, se cuantificaron los mMRNA
respectivos por QRT-PCR. Como se observa en las figuras 4A y 4B, con la cantidad de
experimentos realizados no se observaron diferencias significativas entre las diferentes
condiciones estudiadas. De acuerdo con lo anterior, el conjunto de los resultados obtenidos
sugiere que el aumento proteico de NIX (en condiciones de cardiomiocitos siPC1 sometidos a
HS) y la disminucion de BCL-2 (cardiomiocitos siPC1) se deberian a cambios a nivel proteico

mas que de expresion del gen.

A) B)
< 2.5+ B 2.01
X  20- <
' @ 154
@ 2
< 151
< I 10
i pd
DEf 1.0 &
o~ T € 051 T T
054 x
@) prd
@ 9ol . . 0.0 . '
HS: - + - + HS: - + - +
siPCL: - -+ + siPC1: - -+ +

Figura 4.- Cuantificacién del contenido de mRNA de BCL-2 (A), y NIX (B), desde muestras
de cardiomiocitos controles o disminuidos en la expresion para la PC1 con un siRNA
especifico, expuestos a estrés hiposmético (HS) por 48 horas. Los datos se presentan

como promedios + SEM, n=2-4.

El tejido cardiaco de ratones knockout para la PC1 presenta cambios en los niveles de las
proteinas implicadas en la via apoptaética.

Tanto la funcidn cardiaca como la sobrevida de los ratones knockout para la PC1 en los
cardiomiocitos (PC1 KO), se encuentra disminuida con respecto a los controles respectivos (9)
(Anexo 1), sin embargo, desconocemos si la ausencia de la PC1 determina un aumento de la

muerte de los cardiomiocitos, lo cual podria explicar, aunque sea en parte, la disminucién de
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la funcidén cardiaca y la sobrevida observada. Para analizar si las vias implicadas en Ia
apoptosis se encuentran alteradas en el tejido cardiaco en ausencia de la PC1, analizamos el
contenido proteico de NIX, Bax y BCL2, tanto en ratones PC1 KO jovenes (9-11 semanas)

como en los seniles (8 meses en promedio, con sintomas de insuficiencia cardiaca).

Los resultados obtenidos indican que el contenido proteico de NIX en el tejido cardiaco
de los ratones PC1 KO de los jovenes no varia (Figura 5A), en tanto presentan un aumento
significativo en las muestras provenientes de ratones seniles (Figura 5B). Por otro lado, los
niveles de Bax se encuentran aumentados tanto en las muestras provenientes de tejidos de
ratones jévenes como seniles (Figura 5Cy 5D, respectivamente). En cuanto a la proteina anti-
apoptotica BCL-2, sus niveles no se ven alterados ya sea en muestras de ratones jovenes

(Figura 5E) como seniles (Figura 5F).

En cuanto a las relaciones de las proteinas pro-apoptéticas (NIX y Bax) y la anti-
apoptaotita, BCL2, las muestras provenientes del tejido cardiaco de ratones jovenes PC1 KO
no muestran diferencias con respecto al control en la relacién BCL-2/NIX (Figura 5G), pero
presentan una disminucién en la relacién BCL-2/Bax (Figura 5I). Por otro lado, los ratones
seniles presentan una disminucion en la relaciéon BLC-2/NIX (Figura 5H) y BCL-2/Bax (Figura

5J).

Estos resultados en su conjunto sugieren que la ausencia de la PCl en los
cardiomiocitos podria inducir la apoptosis en el tejido cardiaco obtenido, debido al aumento
de la proteina pro-apoptética Bax, llevando a una relacion BCL2/Bax disminuida. El aumento
de NIX en los animales seniles podria deberse tanto a la causa como a la consecuencia de la

insuficiencia cardiaca que presentan estos ratones.
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Figura 5.- A la izquierda
(jovenes) y derecha (seniles),
se observan los western blots
representativos y gréaficos de
barras que representan los
niveles proteicos de NIX (A y
B), Bax (CyD)yBCL-2 (Ey F)
desde muestras de tejidos
cardiacos obtenidos de ratones
controles y PC1l KO. En los
gréficos G) y H) se observa la
relacion BCL-2/NIX y en ) y J)
BCL-2/Bax.

obtenidos se

la relacion Los
resultados
analizaron mediante un t-test
no pareado, y se presentan
promedios * SEM.

NIX y BCL-2 n=7,
BAX n=5. Seniles n=7. *P<0,05

vs. Control.

como

Jévenes:
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La ausencia de la PC1 en el tejido cardiaco de ratones jovenes se acompaia de la
disminuciéon del mRNA de NIX y Bax y aumento del mRNA de BCL-2 en los tejidos cardiacos
de ratones seniles.

Para determinar si los cambios observados en el contenido de las proteinas de las vias
apoptadticas estudiadas se relacionan con cambios en el contenido de mRNA, los mismos se

analizaron a través de QRT-PCR.

Los resultados obtenidos indican que tanto el contenido de mRNA de NIX como Bax
(pro-apoptédticos) se encuentran disminuidos en el tejido cardiaco obtenido de animales
jovenes (Figura 6A y 6C respectivamente), mientras no muestran diferencias significativas
respecto al control en los animales seniles (Figura 6B y 6D, respectivamente). Por el
contrario, el mRNA de BCL-2 no muestra diferencia con respecto al control en el tejido
obtenido de animales jovenes (Figura 6E), pero muestra un aumento significativo en las

muestras obtenidas de animales seniles (Figura 6F).

Si bien estos resultados indican cambios en los niveles del contenido de mRNA de estos
genes, los mismos podrian explicarse, al menos en parte, por un mecanismo de
compensacién ante los cambios del contenido de sus respectivas proteinas, especialmente si
se tiene en cuenta que los datos fueron obtenidos desde el tejido cardiaco de animales

constitutivos para la modificacién genética del gen de la policistina-1.
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Figura 6.- A la izquierda
(jovenes) y derecha (seniles),
se observan graficos de barras
de las cuantificaciones del
contenido de mRNA de: NIX (A
y B), Bax (Cy D) y BCL2 (E y
F) desde muestras de tejidos
cardiacos obtenidos de ratones
controles y PC1 KO. Los
resultados obtenidos se
analizaron mediante un t-test
no pareado, y se presentan
como promedios + SEM. n=6-8.
*P<0,05 vs. Control.
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DISCUSION

En el presente trabajo se investigd el papel de la proteina policistina-1 (PC1) en los
cardiomiocitos como regulador positivo de la sobrevida celular. Se esperaba que la deficiente
expresion de esta proteina, un mecanosensor de membrana, induciria la muerte de los
cardiomiocitos y explicaria, al menos en parte, la disminucién de la funcién cardiaca que se

observa en los animales knockout para la misma (9).

El corazén se encuentra sometido a un estrés mecdnico constante, el cual se incrementa
en la insuficiencia cardiaca (6). Los ratones deficientes para la expresiéon de la PC1 (PC1 KO)
presentan una contractilidad cardiaca disminuida medido por ecocardiografia entre las 7-11
semanas de vida (9). Mas aun, datos no publicados de nuestro laboratorio indican que estos
ratones progresan hacia una insuficiencia cardiaca (Anexo 1), con aumento de frecuencia
respiratoria, disminucién de la actividad fisica y muerte aproximadamente a los 8 meses de
edad. Sin embargo y hasta el momento se desconocen los mecanismos a través de los cuales
la PC1 mantiene la funcién cardiaca evitando la progresién hacia una insuficiencia cardiaca
en estos ratones. En este trabajo se propuso estudiar el papel de la PC1 en la muerte de los

cardiomiocitos, en especial la ligada a la apoptosis.

Debido a que la PC1 es un mecanosensor, se estudié su papel en la muerte de los
cardiomiocitos tanto a nivel basal como en cardiomiocitos sometidos a estrés hiposmético. El
modelo el estrés hiposmético (HS), induce el incremento en el didmetro celular debido al
ingreso de agua hacia el intracelular por osmosis, lo cual induce el estiramiento de Ia
membrana celular y simula un estrés mecanico (35). En condiciones patoldgicas, el caso de
estrés mecdanico descrito debido a cambios en la osmolaridad seria el primer periodo de la
reperfusion, donde ocurre una alteracién en el funcionamiento de las bomba Na*/H*,
favoreciendo la entrada de sodio hacia la célula y arrastrando agua consigo (4). Pese a lo
anterior, es un modelo de estiramiento mecdnico facilmente reproducible, ampliamente
descrito y utilizado, incluso por nuestro laboratorio anteriormente, lo cual nos permite

comparar los resultados obtenidos en este proyecto con los de la literatura (9, 35, 37, 38, 39).
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Nuestros datos de LDH sugieren que la deficiente expresion de la PC1 (siPC1) induce un
aumento de la muerte de los cardiomiocitos en cultivo, via necrosis, cuando éstas son
expuestas a HS. Por otro lado, y si bien los datos no son significativos, la tendencia de
nuestros resultados sugiere que la PC1 también estaria protegiendo a las células de la muerte
inducida por apoptosis, ya que cardiomiocitos deficientes para la PC1 muestran una
tendencia al aumento de la apoptosis medida por citometria de flujo. Estos datos estarian en
concordancia con reportes previos donde se indica a la PC1 como un protector de ante la

muerte inducida por isquemia/reperfusiéon inducida en tejido renal (40).

Por otra parte, nuestros resultados indican un incremento del contenido proteico de NIX
en células siPC1 sometidas a HS y una disminucion de la proteina anti-apoptética BCL-2
incluso en condiciones basales. Los cambios en el contenido de estas proteinas parecerian
ser a nivel proteico ya que no se observaron variaciones en la abundancia de los mRNA
respectivos. Trabajos previos realizados en células renales reportan que la ausencia de la PC1
induciria la degradacion de la proteina BCL-2 y por tanto se induciria la apoptosis en estas
condiciones (34). Nuestros datos no sélo se encuentran en congruencia con estos trabajos,
sino que ademas demuestran por primera vez que la PC1 regula el contenido proteico de
BCL-2 en los cardiomiocitos, ademas de regular los niveles de NIX. Asi, nuestros datos

sugieren que la PC1 es una proteina capaz de regular la apoptosis en los cardiomiocitos.

Por otro lado, las muestras de tejido cardiaco provenientes de animales PC1 KO jévenes
sugieren la activacidn de las vias apoptdticas por aumento de la proteina Bax. Se encuentra
reportado la importancia de esta proteina en el inicio de la apoptosis por via intrinseca (13),
por tanto, nuestros datos sugieren la presencia de apoptosis celular en estas muestras en
ausencia de la PC1 de los cardiomiocitos. Debido que la insuficiencia cardiaca transcurre con
un aumento de la via apoptdtica, nuestras observaciones resultan concordantes con este
hecho, dado que demostramos un aumento de los niveles de Bax y NIX en las muestras

provenientes de los animales PC1 KO, quienes presentan sintomas y signos de esta patologia.
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El contenido de BCL2 en las muestras de tejidos de ratones PC1 KO no muestran
diferencias respecto a los controles, resultado que también observamos en cardiomiocitos en
cultivo. Esta aparente discrepancia podria deberse a que los ratones utilizados son
constitutivamente knockout para la PCl1 y por tanto pueden generar mecanismos

compensatorios en la expresién proteica.

El conjunto de los resultados obtenidos en este trabajo sugiere que PC1 cumple un rol en
la regulacién de la muerte en los cardiomiocitos, el cual consistiria, al menos en parte, en
favorecer la presencia de niveles fisiolégicos de proteinas contra-regulatorias durante el
proceso de muerte celular. Se requiere de futuros experimentos para describir toda la via
implicada, tanto en apoptosis como en necrosis, dependiente de la ausencia de PC1, y de las

vias de sefializacion involucradas.
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Anexo 1.- Datos no publicados, pertenecientes al Laboratorio de Mecanotransduccién en la
Fisiopatologia Cardiaca, Facultad de Medicina, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Departamento de Fisiologia y Biofisica, Universidad de Chile. Insuficiencia cardiaca inducida

por la ausencia de PC1 en los cardiomiocitos.
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A) Andlisis de supervivencia (Kaplan Meier) de ratones controles (n=12) y PC1 KO (n=16). B) Imagenes
(izquierda) y tincion con hematoxilina/eosina de cortes obtenidos (derecha) de corazones controles y PC1
KO. C) Parametros morfométricos donde se indican en los graficos de barras el peso del corazén con
respecto al peso del cuerpo (HW/BW, izquierda) y el peso del pulmén himedo con respecto al peso del
cuerpo (LWW/BW, derecha), n=8. D) Fraccion de eyeccién (izquierda) y de acortamiento (derecha) obtenida
por ecocardiografia) n=2-4. Los resultados han sido analizados mediante un t-test no pareado y se
presentan como el promedio = SEM. *P<0,05 vs. Control.



