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RESUMEN.

El dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD") es una coenzima con
multiples funciones. Participa en el metabolismo redox como molécula
transportadora de electrones en procesos metabolicos, actlia como indicador
del estado energetico celular, y es también sustrato de numerosas enzimas
implicadas en la desacetilacion de reguladores transcripcionales y la
movilizacion de Ca®" intracelular, entre otros. Diversas investigaciones
sugieren que la disminucion de los niveles de NAD" es un factor importante
en la progresion de enfermedades cardiovasculares. En diferentes modelos
de miocardiopatias se ha observado una disminucidn en la expresion de la
enzima marcapaso de la sintesis de NAD", Nampt. También se ha descrito
que los niveles de NAD" estin disminuidos en condiciones de riesgo
cardiovascular como son el envejecimiento, dislipidemia y diabetes mellitus
tipo 2.

El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de la disminucion de
NAD" en el metabolismo y la capacidad adaptativa de los cardiomiocitos.
Se utiliz6 el inhibidor de Nampt, FK866, para disminuir los niveles de
NAD" en cultivos primarios de cardiomiocitos de ratas neonatas. Se evalud
la viabilidad, el metabolismo mitocondrial y la respuesta adaptativa del
cardiomiocito a estimulos de insulina, peroxido de hidrogeno (H,0,) y
norepinefrina (NE).

Los resultados mostraron que la disminucion de NAD" por FK866 redujo el
metabolismo mitocondrial sin afectar la viabilidad de los cardiomiocitos.
Ademas, disminuy6 la fosforilacion de Akt en respuesta a insulina, la
sobrevida frente a H,O, y previno el aumento del éarea celular y
sarcomerizacion en respuesta a NE. Para evaluar la relacion de causalidad
entre la disminucién de NAD" y estos efectos, se rescataron los niveles de
NAD" mediante la administracion de nicotinamida mononucledtido (NMN).
Se observo la recuperacion de los parametros metabolicos y la sobrevida a
H,0,, pero no se restablecio la respuesta hipertréfica.

En conclusion, este trabajo muestra que NAD' es esencial para el

metabolismo mitocondrial del cardiomiocito, y sugiere su participacion en
la via de sefalizacion de insulina y en la respuesta adaptativa a HO,y NE.
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ABSTRACT.

The nicotinamide adenine dinucleotide (NAD") is a coenzyme with multiple
functions. In redox metabolism participates as an electron carrier in
metabolic processes, is a cellular energetic status indicator and it is also
substrate of many enzymes involved in transcription factor deacetylation
and Ca’" mobilization, among others. Several reports suggest that NAD"
levels are an important factor in cardiovascular diseases progression. In
different cardiomyopathy models the expression of the NAD" synthesis
rate-limiting enzyme, Nampt is diminished. Also NAD" levels are
decreased in cardiovascular risk conditions such as aging, dyslipidemia and
type 2 diabetes mellitus.

The aim of this work was to determine the effects of NAD" decrease on
cardiomyocytes’ metabolism and adaptive capability. The Nampt inhibitor,
FK866, was used to reduce NAD" levels in primary cultures of neonatal rat
cardiomyocytes, and viability, mitochondrial metabolism, and
cardiomyocytes adaptive response to insulin, hydrogen peroxide (H,0,) and
norepinephrine (NE) stimuli were assessed.

The results showed that the NAD" reduction induced by FK866 decreased
mitochondrial metabolism without affecting cardiomyocytes viability.
Insulin-stimulated Akt phosphorylation and H,O,-survival were also
diminished and cellular area increase and sarcomerization induced by NE
was prevented. The causality between NAD' decrease and those effects was
assessed through NAD" levels recovery by nicotinamide mononucleotide
(NMN) administration. Both metabolism and H,0,-survival were
reestablished, but not the hypertrophic response.

In conclusion this work reveals that NAD" is essential for cardiomyocyte

mitochondrial metabolism, and suggest its participation on insulin signaling
pathway and adaptive responses to H,O, and NE.
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1. INTRODUCCION.
1.1 Estructura y metabolismo cardiaco.

El corazdn es el 6rgano encargado de bombear la sangre a través del
sistema circulatorio, con el fin de distribuir los nutrientes y el oxigeno, y
ademas eliminar los productos de desecho del organismo. Estd formado
principalmente por dos tipos celulares; los fibroblastos, que modelan la
matriz extracelular cardiaca y equivalen al 66% de las células totales
(Weber et al. 1993), y los cardiomiocitos, que le otorgan la funcion
contrictil a este 6rgano y que a pesar de corresponder al 33% del nimero
total de células ocupan el 75% del espacio estructural del corazén, debido a
su mayor tamafio (Van Wamel et al. 2001; Vliegen 1991).

Los cardiomiocitos son c€lulas altamente especializadas que cesan de
dividirse inmediatamente después del nacimiento mientras que los
fibroblastos proliferan en respuesta a estimulos troficos, mecéanicos y de
estrés tisular (Manabe et al. 2002).

Debido a su permanente funcidon contractil (cerca de 100.000
contracciones/dia), el corazon tiene un alto requerimiento energético
equivalente a 6 Kg ATP/dia, con un recambio completo del pool de ATP
cada 10 segundos (Neely et al. 1974). Con el fin de suplir esta alta demanda
energética, los cardiomiocitos utilizan una amplia variedad de sustratos
metabolicos. Asi, en el corazén adulto humano, la produccion del ATP
proviene tanto de 4cidos grasos libres (en un 70%), como de glucosa y
carbohidratos (30%) (Saks et al. 2006). Los metabolitos generados en la
B-oxidacion y en la glicolisis son incorporados al ciclo de Krebs, generando
NADH y FADH,. Estas moléculas reductoras son posteriormente oxidadas
en la mitocondria por la cadena transportadora de electrones (CTE),
generando el 95% del ATP total mediante esta via, mientras que el 5%
remanente deriva de la glicolisis y del GTP formado en el ciclo de Krebs
(Wallimann et al. 1992). Entre el 60 y el 70% del ATP es utilizado para
sustentar la contraccion y entre el 30-40% restante para el funcionamiento
de bombas ibnicas, especialmente la Ca®* ATPasa en el reticulo
sarcoplasmico (Doenst et al. 2013).
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El pool de energia del cardiomiocito estd constituido por ATP
(aproximadamente 5 pmol/g) y fosfocreatina (aproximadamente 8 pmol/g),
la cual funciona como un sistema de transporte y amortiguador de ATP,
caracteristico de tejidos con alta demanda energética. En la mitocondria la
creatina quinasa cataliza la transferencia del enlace de alta energia del
fosfato del ATP a la creatina para formar fosfocreatina y ADP. La
fosfocreatina, una molécula mas pequena que el ATP, difunde rapidamente
al citosol donde puede ser utilizada para generar ATP a partir de ADP por la
creatina quinasa citosolica (Bittl et al. 1987). Esta reaccion puede generar
ATP diez veces mas rapido en comparacion con la fosforilacién oxidativa
(Nagoshi et al. 2011). Cuando la demanda energética supera el suministro,
los niveles de fosfocreatina bajan, manteniendo el nivel normal de ATP
pero a costa de un aumento del nivel de ADP y consecuentemente de AMP
(Hardie et al. 2001). Estos actan como efectores alostéricos de enzimas
que participan en vias que consumen ATP, afectando el funcionamiento
contractil del corazon (Brown 1992). Asi, puede ocurrir un trastorno
metabolico cuando el nivel de fosfocreatina baja y los niveles de ADP y
AMP libres aumentan, incluso en el caso de que los niveles de ATP se
mantengan sin cambio (Neubauer 2007).

Segin lo expuesto anteriormente el metabolismo cardiaco es
altamente eficaz en la produccion y mantenimiento del suministro
energético, donde las mitocondrias juegan un papel protagdnico como punto
de convergencia de todas las fuentes de energia y como generadoras de
ATP y fosfocreatina, moléculas clave en la funcionamiento cardiaco.

1.2. NAD" y metabolismo energético.

Con la CTE y la ATP sintasa ubicadas en su membrana interior, y las
enzimas del ciclo de Krebs y de la oxidacion de acidos grasos en su matriz,
la mitocondria es el organelo fundamental para el funcionamiento del
metabolismo energético celular. La mitocondria también regula el
catabolismo de aminoacidos, la formacion de cuerpos cetonicos, la
biosintesis del grupo hemo, el ciclo de la urea y el almacenamiento de Ca**
(Stein et al. 2012).
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Tanto la produccion de ATP mitocondrial como la mantencion de su
potencial de membrana requieren del cofactor nicotinamida adenina
dinucleotido (NAD") (Pittelli et al. 2011). NAD" es una coenzima conocida
por su participacion en el metabolismo redox como molécula transportadora
de electrones en procesos como glicolisis, B-oxidacion de acidos grasos,
ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa. Dentro de la mitocondria, NAD"
obtiene dos electrones y un proton de diferentes sustratos en etapas del ciclo
de Krebs y de la B-oxidacion de acidos grasos, siendo reducido a NADH.
Posteriormente el NADH es oxidado luego de donar sus electrones al
complejo I de la CTE. Estos electrones son secuencialmente transmitidos a
la ubiquinona, el complejo III, citocromo ¢ y complejo IV resultando en la
reduccion del oxigeno a agua. El flujo de electrones esta acoplado al
bombeo de protones por los complejos I, III y 1V, a través de la membrana
interna hacia el espacio intermembrana, generando una gradiente de
protones, los cuales pueden reentrar a la matriz a través de la ATP sintasa,
generando la sintesis de ATP (Wallace 2009).

NAD" actia como sefial del estado energético celular, sus niveles
aumentan en respuesta a ejercicio (Costford et al. 2010), ayuno (Canto et al.
2009) y restriccion calorica (Chen et al. 2008), convirtiéndola en una
molécula clave para la modulacion del metabolismo ante estos estimulos.

Ademas de ser un co-factor fundamental para la produccion de
energia, NAD' también es sustrato de numerosas enzimas que utilizan
NAD" como fuente de ADP-ribosa, como son la poli ADP-ribosa
polimerasa-1 (PARP-1) e histona desacetilasas (HDACs) clase I11. Entre las
ultimas se encuentran las proteinas sirtuinas, quienes actlan como sensores
intracelulares de NAD', adaptando el metabolismo mediante la
desacetilacion de reguladores transcripcionales como PPARy y FOXO, y
también mediante la regulacion directa de enzimas por desacetilacion, como
es el caso de la acetil-CoA sintetasa citoplasmatica (Canto et al. 2012a).

Finalmente, NAD" es sustrato de CD38 para la generacién de
segundos mensajeros como ADP-ribosa ciclica (cADPR) (Lee et al. 1989) y
acido nicotinico adenina dinucléotido fosfato (NAADP) (Calcraft et al.
2009) que regulan los niveles de Ca®" intracelular (Chini 2009).
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1.3. NAD" como modulador del metabolismo cardiaco.

Considerando que NAD" es sustrato de varias enzimas, entre las
cuales se encuentra la familia de las sirtuinas, la disponibilidad de NAD"
afecta indirectamente la sobrevida, resistencia al estrés y la regulacion del
metabolismo en el cardiomiocito (C. Hsu et al. 2009). Las sirtuinas tienen la
particularidad de que su Km para NAD" es alta, por lo que funcionan como
sensores de los niveles de NAD" ya que es un sustrato limitante para su
funcionamiento (Canté et al. 2012a). De las 7 sirtuinas descritas en
mamiferos, SIRT 1 y 3 son las mas conservadas. SIRT1, localizada en el
nucleo y citoplasma, se une a FOXO y PGCla (Haigis et al. 2010), siendo
el ultimo un potente inductor de la actividad transcripcional de PPARs y
receptores relacionados a la familia de receptores de estrogeno (ERRs), los
cuales en conjunto regulan el metabolismo cardiaco a largo plazo (Doenst et
al. 2013). SIRT3, localizada en la mitocondria, interactiia con el complejo 1
de la cadena de electrones y con la acetil-CoA sintetasa 2, afectando la
termogenesis, produccion de ATP y utilizacion de carbonos de fuentes
alternativas en condiciones de baja energia. Su expresion es mayor en
tejidos metabdlicamente activos como son el musculo esquelético, corazon
y cerebro (Satoh et al. 2011).

1.4. Sintesis de NAD".

NAD" puede ser sintetizado de novo a partir de triptéfano, o mediante
la via de rescate a partir de los metabolitos nicotinamida, nicotinamida
ribosido y acido nicotinico (Rongvaux et al. 2003). La utilizacion de estas
diferentes vias es tejido-especifica ya que esta determinada por la expresion
de las enzimas marcapaso en los diferentes tejidos. Mientras la sintesis de
NAD" a partir de triptofano ocurre en el pulmoén, placenta y en células del
sistema inmune en respuesta a estimulos inflamatorios (Yamazaki et al.
1985), la via de rescate actua en la mayoria de los tejidos, siendo la
principal fuente de NAD" celular (Houtkooper et al. 2010). En mamiferos,
¢sta ocurre principalmente a partir de nicotinamida (Collins et al. 1972), la
cual es convertida a nicotinamida mononucledtido (NMN) por Ila
nicotinamida fosforribosiltransferasa (Nampt), y luego a NAD" por la NMN
adeniltransferasa (NMNAT) (Figura 1) (Olesen et al. 2010).
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Figura 1. Sintesis de NAD" a partir de nicotinamida. En mamiferos, el paso limitante
en la produccion de NAD' es la transferencia del residuo fosforribosil desde el
fosforribosil-1-pirofosfato (PRPP) a la nicotinamida, reaccion que es catalizada por la
nicotinamida  fosforribolsiltransferasa  (Nampt), para producir nicotinamida
mononucleétido (NMN) que luego es convertidla a NAD' por la nicotinamida
mononucledtido adenililtransferasa (Nmnat) utilizando ATP. FK866 es un inhibidor de
la produccion de NAD" que actta sobre la Nampt, ya que compite con la nicotinamida
por el sitio activo (adaptado de Garten et al. 2009).

Nampt es la enzima marcapaso de la via de rescate de NAD" (Revollo
et al. 2004), su relevancia es tal que ratones heterocigotos para Nampt
muestran una disminucion significativa en los niveles de NAD", y los doble
knock-out son inviables (Garten et al. 2009). Estudios en rata han mostrado
que Nampt es una enzima de distribucion ubicua en los tejidos, con una
mayor expresion en higado y corazon, y su ubicacion celular es
principalmente en el citoplasma y en menor concentracion en el nicleo
(Kitani et al. 2003). Ademas, se ha reportado la existencia de Nampt en
plasma humano y de raton (eNampt), y que €ste es secretado por adipocitos
(Revollo et al. 2007).
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Por otra parte, a NMNAT se le han atribuido las diferencias en las
concentraciones de NAD" en compartimentos celulares, determinadas por la
existencia de 3 isoenzimas que se expresan de forma especifica en el
nucleo, aparato de Golgi y mitocondria (Berger et al. 2005), ya que NAD"
no es capaz de traspasar las membranas mitocondriales (Ying 2008). Se ha
postulado que NAD" también es capaz de entrar a la célula desde el medio
extracelular mediante el hemicanal conexina-43 (Bruzzone et al. 2001), asi
como también se ha comprobado que NMN y nicotinamida ribosido son
capaces de entrar a la célula y aumentar la biosintesis de NAD". Sin
embargo ain no se han elucidado los transportadores para estas moléculas
(Figura 2) (Cant6 et al. 2012a).

1.5. Metabolismo en patologias cardiovasculares.

La insuficiencia cardiaca (IC) estd definida como la incapacidad del
corazOén para bombear sangre adecuadamente en respuesta a la demanda
sistémica. La IC es inducida por diversos estimulos patologicos entre los
cuales se encuentran: hipertension arterial, infarto al miocardio o isquemia,
insuficiencia valvular, estenosis, miocarditis, cardiomiopatia familiar
hipertrofica y cardiomiopatia dilatada (Lips 2003). La mayoria de estos
estimulos primero inducen hipertrofia cardiaca. Esta es una respuesta
adaptativa en que los cardiomiocitos aumentan su tamafio, aumentando la
fraccion de eyeccion y disminuyendo la tension de la pared ventricular
(Berenji et al. 2005). Sin embargo, a largo plazo produce un deterioro
contrictil, lo que predispone a insuficiencia cardiaca, arritmia y muerte
subita (Haider et al. 1998).
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Figura 2. Compartamentalizacion de la sintesis, transporte y catabolismo de NAD"
y sus intermediarios. En el espacio extracelular, y principalmente en el citoplasma, la
nicotinamida fosforribosiltransferasa transforma nicotinamida (NAM) en nicotinamida
mononucleétido (NMN), un intermediario clave en la sintesis de NAD" que es capaz de
entrar al nucleo y mitocondria para luego ser convertido a NAD" por una de las NMN
adenilil transferasas (NMNAT 1-3). El NAD" celular es consumido principalmente por
Sirtuinas y poli-ADP-ribosa polimerasas (PARPs) y también puede ser transportado
fuera de la célula por el hemi-canal conexina 43 donde es utilizado por ectoenzimas
como CD38 para producir segundos mensajeros como ADP-ribosa ciclica y acido
nicotinico adenosin dinucledtido fosfato (NAADP) que reingresan a la célula y
movilizan Ca®" (adaptado de Stein et al. 2012).
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La insuficiencia cardiaca se caracteriza por presentar una
disminucion en la produccion de energia, atribuida a una deficiencia en el
uso de sustratos y a la biogénesis y funcion mitocondrial (Doenst et al.
2013). La idea de que el corazon insuficiente es equivalente a un motor sin
combustible fue acufiada por Hermann y Decherd en 1939, cuando
describieron una caida en el nivel de creatina en miocardios insuficientes
(Neubauer 2007). Desde entonces numerosos estudios han descrito
importantes cambios en el metabolismo de acidos grasos, de glucosa y en
general del estado energético de los cardiomiocitos en el corazon
insuficiente (Akki et al. 2008; Bugger et al. 2010; Christe et al. 1994; Dodd
et al. 2012; Kato et al. 2010; Zhabyeyev et al. 2013; Doenst et al. 2013). En
estas publicaciones se muestra que modelos de insuficiencia cardiaca como
constriccion adrtica en ratas y ratones, ratas Dahl sensibles a la sal y ratas
con infarto al miocardio tienen como denominador comun alteraciones
mitocondriales como: disminucion de proteinas de la CTE, disminucion en
la respiracion y produccion de ATP, menor expresion de genes relacionados
con la biogénesis mitocondrial y disminuciéon en la oxidacion de acidos
grasos.

1.5. NAD" en patologias cardiovasculares.

La importancia de NAD" en patologias cardiovasculares se refleja en
el cambio de expresion de la enzima marcapaso de su sintesis, Nampt, en
diferentes modelos de miocardiopatias, y en los efectos restaurativos de su
sobreexpresion y de la adicion directa de NAD'".

Se ha reportado una disminucion de mas del 50% de los niveles
proteicos de Nampt en respuesta a estrés por isquemia, isquemia-
reperfusion y constriccion aortica transversa (TAC) (Hsu et al. 2009b).
Nampt también estd disminuida en corazones estimulados con agonistas
hipertroficos (Di-Lisa et al. 2001), dejando en evidencia una relacion entre
estos estimulos patologicos y la sintesis de NAD'. Por el contrario, los
niveles de NAD" no se ven alterados en la hipertrofia fisioldgica inducida
por ejercicio (Pillai et al. 2010).
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Por otra parte ratones que sobreexpresan Nampt de forma especifica
en el corazon sufren menor dafio cardiaco por isquemia-reperfusion (Hsu et
al. 2010a). Ademés, la adicion exdgena de NAD' disminuye la hipertrofia
cardiaca inducida por angiotensina II y fenilefrina (Pillai et al. 2010). Estos
efectos protectores parecen ser mediados principalmente por SIRT1, que ha
mostrado ser indispensable para el pre-condicionamiento isquémico
(Nadtochiy et al. 2011) mediante la regulacion de genes cardioprotectores
(Yamamoto et al. 2011).

1.6. NAD" y factores de riesgo cardiovascular.

NAD" también ha mostrado ser relevante en procesos que se
relacionan con el desarrollo de cardiomiopatias, como envejecimiento,
dislipidemia y diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Numerosos estudios sugieren
que los beneficios de anti-envejecimiento y extension del periodo de vida
otorgados por la restriccion caldrica y el ejercicio ocurririan mediante el
aumento en la expresion de Nampt (Yang et al. 2007; Nakagawa et al.
2009; Rodgers et al. 2005; Hayashida et al. 2010) y la actividad de sirtuinas
(Haigis et al. 2010; Mitchell et al. 2014). Concordantemente, se ha descrito
que tanto Nampt como NAD' se encuentran disminuidas en musculo
esquelético de ratas envejecidas y que sus niveles se recuperan con ejercicio
(Koltai et al. 2010).

Por otra parte, tanto la diminucion de Nampt como la inhibicion de
SIRT1 impiden la autofagia en cardiomiocitos sin sumar sus efectos,
sugiriendo que actian por la misma via (Hsu et al. 2009a). Ademas, la
sobreexpresion de SIRT1 produce un efecto protector frente al estrés
oxidativo y retarda el envejecimiento de los cardiomiocitos tanto in vitro
como in vivo (Alcendor et al. 2004; 2007).

Respecto a los trastornos metabolicos existen evidencias que la
producciéon de NAD" se encuentra considerablemente disminuida en higado
y tejido adiposo de ratones con DM?2 inducida por dieta alta en grasas (Stein
et al. 2012). Ademas, la restitucion de los niveles de NAD' mediante la
administracion de NMN, reduce la intolerancia a la glucosa y mejora la
sensibilidad a insulina en ratones con DM?2 inducida tanto por dieta alta en
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grasas como por envejecimiento (Yoshino et al. 2011). En la misma linea,
la suplementacion de la dieta con nicotinamida ribosido, aumenta el
metabolismo oxidativo en ratones, protegiéndolos de problemas
metabolicos inducidos por dieta alta en grasas como insulino-resistencia y
dislipidemia (Cant6 et al. 2012a). Estos antecedentes en conjunto sugieren
que NAD' tendria un efecto cardioprotector y que su disminucion podria
estar asociada al desarrollo de patologias cardiacas.

1.7. Dependencia energética de las respuestas adaptativas.

El corazén es un organo altamente plastico, capaz de modificar su
estructura en respuesta a cambios en la demanda, tanto por estimulos
fisiologicos como patologicos. Cuando la carga de trabajo aumenta, el
corazdn compensa hipertrofiandose para incrementar el gasto cardiaco (Zhu
et al. 2009). Si la hipertrofia es causada por ejercicio o embarazo, la
estructura y funcidn cardiaca siguen normales (Dorn et al. 2003; Lorell et
al. 2000). Sin embargo, cuando la hipertrofia se genera producto de
estimulos prolongados debido a condiciones patologicas como hipertension,
obesidad, infarto o enfermedad cardiaca valvular, se producen
anormalidades como desorganizacion de los sarcomeros, alteraciones en el
transporte de Ca’’, pérdida de cardiomiocitos y la transicién hacia un
metabolismo mas glicolitico, entre otros (Hill et al. 2008; Zhu et al. 2009),
provocando finalmente la falla cardiaca.

El crecimiento hipertrofico del corazon, sea fisiologico o patologico,
ocurre por una extension del tamafio celular, e implica un aumento de la
sintesis de proteinas y la construccidon y organizacion de nuevos
sarcomeros, que son las unidades contractiles del cardiomiocito (Chien
1999; Frey et al. 2004; Hill 2011). Los procesos anabolicos y en especial la
sintesis de proteinas tienen una alta demanda de energia, lo cual se ve
reflejado en la dependencia de nucledtidos trifosfato en la mayoria de sus
etapas, desde el reciclaje de nucleotidos para la sintesis del mARN y la
carga del aminoacil-tARN, hasta la activacion de factores traduccionales y
la adicion de un nuevo aminoacido a la cadena, ademas de chaperonas y
otras enzimas que participan en el proceso (Jewett et al. 2009).
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Ademas de la hipertrofia cardiaca, otros procesos que forman parte de
la respuesta adaptativa como la autofagia (Cao et al. 2009), la respuesta a
proteinas mal plegadas (Bravo et al. 2013), la respuesta de choque térmico
(Knowlton 1995) y otros mecanismos de supervivencia también son
altamente dependientes de energia. Esto nos hace pensar que un desbalance
energético dejaria al corazon desprovisto de la proteccion que estos
mecanismos le confieren frente estimulos estresores.

En sintesis, estos antecedentes muestran que las caracteristicas
intrinsecas del funcionamiento del corazén lo convierten en un tejido en que
NAD' cobra una gran importancia en la regulacion transcripcional y
metabdlica, procesos esenciales para la plasticidad cardiaca, que permiten
mantener la funcionalidad del corazdn ante los cambios en la demanda.

Si bien queda en evidencia la asociacion entre cardiomiopatias y
valores disminuidos de NAD", los trabajos que abordan este tema son
principalmente descriptivos de la disminucién de NAD' en estados ya
consolidados de las patologias y los efectos positivos del suplemento de
NAD". Sin embargo, dejan abierta la interrogante de si existe una relacion
causal entre la disminucién de NAD" y la pérdida de la funcion del
cardiomiocito y/o el numero de éstos, que llevarian finalmente al desarrollo
de la patologia cardiaca.

De acuerdo con lo anterior, se plantean algunas interrogantes atn no
dilucidadas y que reflejan el estado en que se encuentra este campo de
investigacion en células cardiacas:

e ;Se relaciona la disminucion de NAD' con alteraciones en el
metabolismo y la funcién mitocondrial?

e ;La alteracion metabdlica inducida por la disminucion de NAD" tiene
algin efecto sobre la viabilidad del cardiomiocito o su capacidad de
adaptarse a estimulos externos?
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2. HIPOTESIS.

“La reduccion en los niveles de NAD' produce una disminucion del
metabolismo y de la respuesta adaptativa en cardiomiocitos”.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS Y DISENO EXPERIMENTAL.

 Objetivo especifico 1. Determinar si FK866 reduce los niveles de NAD"
en cultivos primarios de cardiomiocitos en forma dependiente de la
concentracion y tiempo de exposicion.

* Objetivo especifico 2. Evaluar si la disminucion de NAD" reduce la tasa
metabdlica de cultivos primarios de cardiomiocitos.

* Objetivo especifico 3. Determinar si la disminucion de NAD' reduce la
respuesta adaptativa a estimulos estresores como NE, H,O, e insulina en
cardiomiocitos.

* Objetivo especifico 4. Evaluar si existe una relacion de causalidad entre
la disminucion de los niveles de NAD' y la disminucion en el
metabolismo y la respuesta adaptativa en cardiomiocitos.

Se eligidé el modelo de cultivo primario de cardiomiocitos de rata
neonata y el uso del inhibidor de Nampt, FK866, en la busqueda de
dilucidar estas interrogantes y como una primera aproximacion de los
efectos que podria tener la disminucién en los niveles de NAD' en el
corazon.
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Reactivos.

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, EEUU): medio Hank’s, medio DME, medio 199, pancreatina,
gelatina, 5-bromo-2’-deoxiuridina, carboxi-cianuro-3-clorofenilhidrazona
(CCCP), anticuerpo anti GAPDH (G9545), insulina, norepinefrina (-)
(A7257), hidrato clorhidrato de FK866 (F8557) y [-Nicotinamida
Mononucleotido (N3501). El cocktail inhibidor de proteasas complete Mini
(11 836 170 001) y el cocktail inhibidor de fosfatasas PhosSTOP (04 906
837 001) se adquirieron en Roche Applied Science (Penzberg, Alemania).
El kit de deteccion EnzyChromTM NAD'/NADH Assay Kit (E2ND-100) se
obtuvo en BioAssay Systems (California, USA).

Los anticuerpos secundarios anti IgG de conejo y raton conjugados a
peroxidasa se obtuvieron en Calbiochem (La Jolla, CA, EEUU). En Cell
Signaling (Danvers, MA, EEUU) se obtuvieron los anticuerpos anti
Receptor de insulina B (3025), anti fosfo-receptor de insulina J
(Tyr1150/1151)/ IGF-1 (Tyr 135/136; cat. 3024) y anti fosfo-Akt (Serd73;
cat. 9271). El amortiguador de deshibridizacion Restore™™ Plus Western
Blot Stripping Buffer (48430) se adquiri6o en Thermo Fisher Scientific Inc.
(Massachusetts, EEUU) De Gibco BRL (Carlsbad, CA, EEUU) se
obtuvieron: colagenasa tipo II, suero fetal bovino (SFB) y suero de ternera
(SFT). Mitotracker Green-FM (M7514), Faloidina Rodamina (R415) y
Hoechst (H3570) se compraron en Molecular Probes-Invitrogen (Eugene,
OR, EEUU). El reactivo quimioluminiscente para Western Blot EZ-ECL
(20-500-1000) se adquirié en Biological Industries (Kibbutz Beit Haemek,
Israel). El medio de montaje para fluorescencia DAKO se comprd en
DAKO Corporation (Carpinteria, CA, EEUU). La albumina de suero
bovino (ASB) se adquirié6 en Winkler Ltda. (Santiago, Chile). Todos los
otros compuestos organicos € inorganicos, sales, acidos y solventes se
adquirieron en Merck (Darmstaddt, Alemania).
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4.2. Modelo experimental.

Para la ejecucion de esta tesis se utiliz6 como modelo experimental
cultivos primarios de cardiomiocitos de ratas neonatas. 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,
Publication No. 85-23, revised 1996), siendo los protocolos experimentales
ademas aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

4.3. Cultivo primario de cardiomiocitos de ratas neonatas.

Para el aislamiento y cultivo de los cardiomiocitos, los corazones de
ratas neonatas se removieron y lavaron en medio Hank’s estéril a 37 °C.
Las auriculas se eliminaron y los ventriculos se disgregaron mecanicamente
para ser sometidos a digestiones enzimaticas sucesivas con colagenasa tipo
IT (0,02 g/100 mL Hank’s) y pancreatina (0,06 g/100 mL Hank's). Para
obtener una fraccion enriquecida en cardiomiocitos se aprovecho la
adhesion diferencial a superficies plasticas que presentan los dos tipos
celulares presentes en el corazon (cardiomiocitos y fibroblastos). El
producto de la digestion enzimatica se pre-plaqued en placas de 100 mm
durante 2 h a 37°C en medio DME:M199 (4:1) (Medio de mantencion,
MM) 10% v/v SFB. Al cabo de ese tiempo, las células se recolectaron, se
centrifugaron a 1.000 r.p.m. durante 5 min y se resuspendieron en 20 mL de
MM 5% v/v SFB y 10% v/v SFT. La concentracion celular se determin6
mediante microscopia, usando como colorante azul de tripan, el cual
permite visualizar y contar las cé€lulas vivas y muertas en una camara de
Neubauer. Conocida su concentracidn, los cardiomiocitos se sembraron en
MM 5% v/v SFB-10% v/v SFT a distintas densidades, segin las
necesidades experimentales, en presencia de 5-bromo-2’-deoxiuridina 100
uM, sobre placas de cultivo cubiertas previamente con una monocapa de
gelatina (2% p/v). Las células se mantuvieron en incubadores
termorregulados a 37°C, en una atmosfera humidificada con 5% de CO, y
95% aire.
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4.4. Tratamientos.

Después de 24 h posteriores al sembrado, las células se lavaron 3
veces con amortiguador fosfato salino (PBS) estéril mantenido a 37°C para
retirar los residuos propios del cultivo primario, y luego se dejaron por 2 h
con medio DME:M199 (4:1) en ausencia de suero fetal. Transcurrido éste
tiempo los cardiomiocitos se estimularon con:

* FK866: 0,1, 1 y 10 uM durante 24 y 48 h como estrategia para
disminuir los niveles de NAD".

* Norepinefrina (NE): 10 puM durante 48 h como modelo de
hipertrofia (Pennanen et al. 2014).

* Peroxido de hidrogeno (H,O;): 100 uM durante 24 h para inducir
muerte celular.

* Insulina: 100 nM durante 30 min para activar la via clasica de
sefalizacion de insulina: IR/Akt.

* NMN: 1 mM durante 24 y 48 h como estrategia de restauracion de
los niveles de NAD" frente al tratamiento con FK866. En este caso la
NMN se agreg6 al medio tanto de forma independiente como en
conjunto con FK866, NE y H,0,.

4.5. Preparacion de extractos celulares totales.

Los cardiomiocitos se sembraron en placas de 35 mm a una densidad
de 1,5 x 10° células/placa. Una vez finalizado el estimulo, las células se
lavaron tres veces con solucion de PBS fria y luego se lisaron con 50 puL de
amortiguador de lisis NP40 (Tris-HCl 100 mM pH 7,4; NaCl 300 mM;
NP40 0,5% v/v ; NaF 20 mM; aprotinina 20 mg/mL; leupeptina 1 mg/mL;
PMSF 1 mM; Na;VO, ImM) suplementado con inhibidores comerciales de
proteasas y fosfatasas (Roche). El homogenizado se transfirid a un tubo
Eppendorf y se centrifugd a 12.000 r.p.m. durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante o extracto de proteinas se recuperd en un tubo nuevo y se
determind su concentracion por el método de Bradford (BioRad protein
assay, BioRad, Hercules, CA, EEUU). Finalmente, el extracto se desnatur6
en tampon SDS 4x, para ser almacenado posteriormente a —20°C.
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4.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida y electrotransferencia de
proteinas.

La separacion de las proteinas en base a su masa molecular se realizo
mediante electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida. En todos los casos,
se cargaron 30 pg de extracto proteico total. El gel concentrador se prepard
al 5% y el separador al 8 y 12% de poliacrilamida. La electroforesis se
realizd en amortiguador de electroforesis (Tris 25 mM; glicina 192 mM;
SDS 0,1% p/v) a un voltaje constante de 80 V durante 30 min y luego a 100
V hasta el final de la corrida electroforética.

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se
electrotransfirieron a una membrana de PVDF (Macherey-Nagel GmbH &
Co. Diiren, Alemania) de 0,20 um, a amperaje constante de 400 mA por 90
min en amortiguador de transferencia (Tris 25 mM; glicina 192 mM;
metanol 20% v/v).

4.7. Western blot.

Una vez realizada la electrotransferencia, las membranas se trataron
con amortiguador de bloqueo (TSA 1x; Tween-20 0,1% p/v; leche
descremada 5% p/v) durante 1 h a temperatura ambiente y posteriormente
se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente, a una dilucién de
1:1000 en amortiguador de incubacion (TSA 1x; Tween-20 0,1% v/v) toda
la noche a 4°C y con agitacion suave. Luego, las membranas se lavaron
durante 15 min en TSA 1x; Tween-20 al 0,1% p/v, y se incubaron durante 2
h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo
conjugado con peroxidasa de rabanito a una dilucion de 1:5.000 en
amortiguador de incubacion. Para la deteccion, las membranas, previamente
lavadas, se incubaron durante 1 min en la soluciéon quimioluminiscente para
Western blot EZ-ECL y midi6 la luminiscencia en el detector Dyversity 4
System (Synoptics Ltd. Inglaterra), utilizando el software GeneSys.
Después de realizar los ensayos de Western blot, las membranas se
incubaron por 1 h en amortiguador de deshibridizacion para desprender los
anticuerpos, y poder analizar los niveles de otras proteinas en la misma
membrana, mediante reacciones de inmunodeteccion iguales a las descritas
anteriormente.
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4.8. Microscopia de fluorescencia.

Los cardiomiocitos se sembraron en placas de cultivo de 12 pocillos a
una densidad de 0,25 x 10° células/pocillo, sobre cubreobjetos de vidrio de
18 mm de didmetro cubiertos de gelatina (2% p/v). Luego del estimulo, las
c¢lulas se lavaron con PBS frio, se fijaron con paraformaldehido al 4% v/v
en PBS por 20 min, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% v/v en
PBS por 10 min y se bloquearon con ASB al 1% v/v en PBS (filtrado)
durante 1 h. Posteriormente, las células se incubaron con la sonda faloidina-
rodamina (dilucion 1:500) para determinar el area y la sarcomerizacion
celular y Hoechst (dilucion 1:1000) para visualizar los nicleos, ambos en
PBS-ASB 1% p/v durante 1 h en camara himeda a 4°C. Se lavaron
nuevamente con PBS y protegidas de la luz las células se montaron en los
portaobjetos respectivos, utilizando DAKO como medio de montaje, el cual
ademas retarda el decaimiento de la fluorescencia. Posteriormente, las
preparaciones se observaron en un microscopio de epifluorescencia
Axioskop 20 (Carl Zeiss Microscopy, LLC. Nueva York EEUU). El anélisis
de las imagenes para la determinacion del area celular relativa se realizo
utilizando el programa ImageJ (NIH, EEUU), trazando el contorno de cada
célula en forma manual. Se analizaron al menos 100 cé¢lulas para cada
condicion, y utilizando las mismas muestras, se determind perfil de
fluorescencia a partir de una linea equivalente a 10 um trazada sobre una
fibra de actina en cada imagen, para distinguir patrones de sarcomerizacion.
(Munoz et al. 2010; Pennanen et al. 2014).

4.9. Citometria de flujo.

Para todos los experimentos en que se realizod citometria de flujo, se
utilizaron placas de cultivo de 12 pocillos a una densidad de 3 x 10’
células/pocillo. Una vez finalizados los tratamientos y la carga de la sonda
respectiva, se removio el medio y las células se soltaron utilizando 300 pL
de una solucion de tripsina-EDTA 1x disuelta en PBS durante 5 min a 37°C.
Una vez finalizados los 5 min de tripsinizacion, la reaccién se detuvo
utilizando SFB en una proporcion 1:10. Posteriormente, las células ya
cargadas se traspasaron a tubos BD para citometria y su fluorescencia se
analiz6 en un citometro de fluyjo FACS — SCAN (Becton, Dickinson and
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Company, San Jose, CA, EEUU).
Esta técnica se utilizo para estudiar los siguientes pardmetros:

* Niveles de ROS: se utilizé la sonda 1,2,3-dihidrorodamina (DHR)
(excitacion: 488 nm, emision: 515 nm), y H,O, 100 uM como control,

ambos preincubados por 30 min antes de la determinaciéon (Munoz et al.
2010).

* Viabilidad celular: se determin6 mediante incorporacion de yoduro
de propidio (PI) (exitacion: 493 nm, emisién: 630 nm). Como control se
us6 H,O, 500 uM por 24 h (Parra et al. 2008).

* Masa mitocondrial total: Para evaluar este parametro, los
cardiomiocitos se incubaron por 30 min con las sonda Mitotracker Green
FM (MTG) a una concentracion de 400 nM. Como esta sonda se une
especificamente a la mitocondria, cualquier cambio en el contenido
mitocondrial de la célula, provocara variaciones en la fluorescencia
medida por citometria (Hall et al. 2013).

* Potencial de membrana mitocondrial: para esta determinacion se uso
la sonda TMRM (excitacion: 543 nm, emision: sobre los 560 nm) a una
concentracion de 200 nM. Las células se preincubaron por 30 min y como
control se utilizo el agente desacoplante CCCP 50 uM, el cual también se
preincubo6 30 min antes de la medicidon. En este caso, la disminucién en la
intensidad de la fluorescencia es proporcional a la caida del potencial
mitocondrial (Ardehali et al. 2005).

4.10. Medicion de los niveles intracelulares de ATP mediante
luminometria.

Para este ensayo se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos a una
densidad de 2 x 10* células/pocillo. Una vez finalizados los estimulos se
removid el medio de la placa y se agregaron 20 pL de PBS y el
amortiguador de lisis del kit Cell Titer-Glo® (Promega Corporation,
Madison, WI, EEUU) en una relacion 1:1. Este método se basa en la
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reaccion catalizada por la enzima luciferasa, la cual utiliza ATP para
adenilar luciferina, la cual al oxidarse emite luz. La placa se agité durante 2
min con el fin de completar la reaccion. Posteriormente, las cé€lulas se
traspasaron a una placa opaca de 96 pocillos y se analizaron en un
luminémetro Glomax Multidetection System (Promega, Wisconsin,
EEUU), siendo la luminiscencia estable por un periodo de hasta 4 h.
Finalmente, los resultados se expresaron como los promedios de medidas
normalizadas a las células sin tratamiento o control (Marambio et al. 2010;
Villena et al. 2008).

4.11. Medicion de la velocidad del consumo de oxigeno celular
mediante oxigrafia de Clark.

Para este tipo de ensayos se utilizaron placas de cultivo de 60 mm
con una densidad celular de 3 x 10° células/placa. Una vez finalizados los
estimulos, se procedio a remover el medio y lavar las células tres veces con
PBS. Posteriormente, las células se soltaron utilizando 1 mL de solucién
tripsina-EDTA 1x disuelta en PBS, durante 5 min a 37°C. Esta reaccion
luego se detuvo con SFB en una proporcion 1:10. Una vez finalizada la
tripsinizacion, las células se traspasaron a un tubo Eppendorf y se
centrifugaron por 4 min a 1500 rpm. Finalmente, se elimin6 el sobrenadante
y el pellet se resuspendid en 300 pul. de PBS, los cuales se traspasaron a una
camara (volumen final de 400 pL) acoplada al sistema de electrodos. La
velocidad del consumo de oxigeno se registro a 25°C en un electrodo de
Clark 1032 acoplado a un sistema de registro digital (Strathkelvin
Instruments Limited, North Lanarkshire, Scotland). Los datos se obtuvieron
y analizaron utilizando el programa Strathkelvin respirometry/monitoring
software. 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 o sin tratamiento
(Araya-Maturana et al. 2002).
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4.12. Medicién de los niveles intracelulares de NAD" por
espectrofotometria.

Para estas mediciones se utilizaron placas de cultivo de 12 pocillos a
una densidad de 0,25 x 10° células/pocillo. Se utilizé el kit de deteccion
EnzyChrom™ NAD/NADH Assay Kit. Este método se basa en la actividad
de la lactato deshidrogenasa, la cual utiliza NAD' como aceptor de
electrones para transformar el lactato a piruvato, y a su vez el NADH, en
presencia de metosulfato de fenazina, reduce una sal de tetrazolio. La
intensidad del color del producto reducido es proporcional a la
concentracion de NAD' contenida en la muestra. Este experimento permite
medir NAD" y NADH a partir de duplicados de la muestra. Se realizo el
siguiente protocolo siguiendo las recomendaciones del fabricante: Las
c¢lulas se lavaron con PBS 3 veces y se les agreg6 300 uLL de una solucion
de tripsina-EDTA 1x disuelta en PBS durante 5 min a 37°C. Una vez
finalizados los 5 min de tripsinizacion, la reaccion se detuvo utilizando SFB
en una proporcion 1:10. Luego las células se traspasaron a tubos de 1,5 mL
y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min a 4°C. Se descartd el
sobrenadante y se homogenizo el sedimento con 100 pL. de amortiguador de
extraccion para NAD" (medio 4cido) o para NADH (medio basico) segun
correspondiera. Luego se calentaron los tubos a 60°C durante 5 min. Se
agreg6 amortiguador de reaccion (Tris hidroximetil aminometano 3% p/v y
ASB 0,1% p/v), se neutralizo la muestra con el amortiguador de extraccion
contrario al paso anterior y se centrifugaron los tubos a 14.000 rpm durante
5 min. Al sobrenadante se le agreg6 lactato, MTT, lactato deshidrogenasa y
diaforasa. Se determiné la formacién de formazan por absorbancia a 565
nm en el espectrofotometro Glomax Multidetection System (Promega,
Wisconsin, EEUU) inmediatamente después de comenzar la reaccion y
luego de 15 min a temperatura ambiente. La diferencia de las absorbancias
a tiempo cero y 15 min se compararon con la solucion estdndar para
determinar la concentracion de NAD', que luego se relativizo a los pg de
proteinas contenidas en la muestra, determinadas por el método de Bradford
(BioRad protein assay, BioRad, Hercules, CA, EEUU). Los resultados se
expresaron relativizados al control sin estimulos.

34



4.13. Analisis estadistico.

Dependiendo del tipo de experimento, los resultados se muestran
como figuras representativas o como promedio + SEM de, al menos, tres
experimentos independientes. Los datos se analizaron por ANOVA de una
via y la prueba de Dunnett o Bonferroni, para determinar la significancia
estadistica de los resultados, considerandose como significativo un p<0,05.
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S. RESULTADOS.

5.1. Objetivo 1: Determinar si FK866 reduce los niveles de NAD"
en cultivos primarios de cardiomiocitos en forma dependiente de la
concentracion y tiempo de exposicion.

Los antecedentes que describen la importancia de NAD' en
mamiferos son en su mayoria descriptivos respecto a los niveles de NAD" y
de la enzima marcapaso de su sintesis, Nampt, en estados consolidados de
diferentes patologias 6 mediante el suplemento de NAD" y sus efectos. Sin
embargo, pocos estudios abordan las consecuencias de su disminucion.

Como estrategia para disminuir los niveles de NAD' en el
cardiomiocito se utilizo FK866, un inhibidor que compite con nicotinamida
por el sitio activo de Nampt con mucha mayor afinidad. Este objetivo busca
evaluar esta estrategia en el modelo de cultivo primario de cardiomiocitos.

a). Efecto de FK866 sobre los niveles intracelulares de NAD" .

Para resolver el objetivo 1, el primer paso fue determinar la
efectividad de FK866 para disminuir los niveles de NAD' en el
cardiomiocito. Para este fin, cultivos primarios de cardiomiocitos de ratas
neonatas se trataron a distintos tiempos (24 y 48 h) con FK866 (0,1, 1 y 10
uM) y se determinaron los niveles de NAD' y NADH mediante ensayo
enzimatico con el kit EnzyChrom™ NAD/NADH Assay Kit.

En la figura 3A se presenta la cuantificacion de los niveles de NAD"
y se puede observar que éstos disminuyen proporcionalmente a la
concentracion de FK866 a la que fueron expuestos los cardiomiocitos
(N=3). A la concentracion 0,1 uM de FK866 no se observaron cambios en
los niveles de NAD" a 24 ni a 48 h de exposicion. Sin embargo, a las
concentraciones 1 y 10 uM se observo una disminucidén significativa,
llegando a ser menos que el 50% del NAD" intracelular del control, en el
caso de la concentracion mayor. Los niveles de NAD' cambiaron de forma
dependiente de la concentracion, pero no del tiempo de exposicion al
inhibidor (Figura 3A).
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Figura 3. FK866 disminuye los niveles de NAD" en cardiomiocitos, sin afectar su
viabilidad. Se determinaron: A) Niveles de NAD+ (N=3), B) Niveles de NADH (N=3)
y C) Viabilidad celular (N=7) de cardiomiocitos incubados con FK866 a diferentes
concentraciones (0,1, 1 y 10 uM) durante 24 y 48 h. Se utiliz6 H,O, como control
positivo de muerte. D) Histogramas representativos de las determinaciones de viabilidad
por citometria de flujo. Los datos corresponden al promedio = SEM con andlisis
mediante ANOVA de una via con post-test de Dunnett *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001
vs control.
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En la figura 3B se muestra la cuantificacion de NADH en las mismas
condiciones. Los niveles de NADH disminuyeron en un 35% promedio, de
forma independiente de la concentracion o el tiempo de exposicion a FK866
(N=3).

b). Efecto de FK866 sobre la viabilidad de los cardiomiocitos.

Para evaluar si la disminucion en los niveles de NAD" afectaba la
viabilidad de los cardiomiocitos, se determiné el porcentaje de células vivas
y muertas luego del tratamiento con FK866 a las concentraciones en que
disminuyeron los niveles de NAD" expuestas anteriormente, 1 y 10 uM, a
24 y 48 h de exposicion. Para esto se midio la incorporacion de yoduro de
propidio (PI) a las células por citometria de flujo.

En la figura 3C se observa que la disminucion de NAD" no produjo
cambios en la viabilidad del cardiomiocito a ninguna de las concentraciones
ni tiempos de exposicion evaluadas (N=7). En la figura 3D se muestra un
histograma representativo de la distribucion de la poblacion de células
respecto a su fluorescencia por la incorporacion de PI, determinada
mediante citometria de flujo.
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5.2 Objetivo 2: Evaluar si la disminucion de NAD" reduce la tasa
metabolica de cultivos primarios de cardiomiocitos.

El corazén tiene una de las mas altas velocidades de conversion
energética en el organismo, la cual depende criticamente de la mitocondria
(Covian et al. 2012). La funcion principal de la mitocondria es la
produccion de ATP, la cual ocurre mediante fosforilacion oxidativa. En este
proceso, electrones se transfieren desde los sustratos reducidos NADH y
FADH, al oxigeno a través de los complejos I, III y IV, que generan una
gradiente de protones a través de la membrana interna mitocondrial. La
energia electroquimica de esta gradiente es utilizada por el complejo V para
la sintesis de ATP mediante el acoplamiento del reingreso de protones a la
matriz, con la fosforilacion de ADP. Algunos de estos electrones pueden
filtrarse desde la cadena transportadora y reaccionar con oxigeno para
formar ROS, las cuales juegan un rol importante en sefializacion celular y
también en la generacion de estrés oxidativo (Feissner et al. 2009).

En este objetivo se determiné la funcién mitocondrial como indicador
del estado metabolico del cardiomiocito. Para esto se evaluaron diferentes
parametros que dan cuenta del estado de la mitocondria y de su funcion en
respuesta a la disminucion de NAD" en el cardiomiocito. En la figura 4 se
presentan los componentes de la CTE y los metabolitos involucrados en su
funcionamiento, algunos de los cuales se evaluaron en este objetivo.
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Figura 4. Funcionamiento de la cadena transportadora de electrones mitocondrial.
El NADH producto del ciclo de Krebs y la glicdlisis dona electrones a la NADH
ubiquinona oxidoreductasa (complejo I), la cual los transfiere a la ubiquinona. La
ubiquinona puede también ser reducida por electrones donados por deshidrogenasas
contenedoras de FADH,, como la succinato deshidrogenasa (complejo II). Los
electrones de la ubiquinona reducida son transferidos secuencialmente a la ubiquinol
citocromo C oxidoreductasa (complejo III), luego al citocromo C, a la citocromo C
oxidasa (complejo IV) y finalmente al oxigeno. La transferencia de electrones a través
de los complejos I, IIT y IV, genera una gradiente de protones que activa la ATP sintasa.
Termogenina, en menor medida, también cataliza la transferencia de protones desde el
espacio intermembrana a la matriz, generando calor. Electrones pueden filtrarse desde la
cadena transportadora y reaccionar con oxigeno para formar anién superodxido.
(Modificado de Brownlee 2001).
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a). Efecto de la disminucion de NAD" sobre el potencial de membrana
mitocondrial.

El potencial de membrana a través de la membrana interna es un
parametro esencial en el estudio de la funcidon mitocondrial porque
representa la fuerza motriz para la generacion de ATP, la captura de Ca*" y
la mantencidn del poro de transicion de permeabilidad (mPTP) cerrado. En
otras palabras, se corresponde con la funcion y la integridad de la
mitocondria.

El potencial de membrana mitocondrial se evalu6 mediante la sonda
tetrametilrodamina (TMRM), la cual es un compuesto cationico lipofilico
que se acumula en la mitocondria de forma proporcional a la polaridad de la
membrana. La figura SA muestra la cuantificacion de la fluorescencia
promedio con TMRM de cardiomiocitos tratados con FK866 a 1 y 10 uM
durante 24 y 48 h (N=5). Se utilizo el desacoplante de la cadena de
electrones CCCP como control positivo para la disminucidon del potencial.
Se observa que la disminucion de NAD' no afectd el potencial de
membrana mitocondrial. La figura SB muestra histogramas representativos
de las mediciones realizadas.

b). Efecto de la disminucién de NAD" sobre la masa mitocondrial.

Las mitocondrias forman una red que se encuentra en constante
remodelacion por los procesos de fusion/fision mitocondrial, biogénesis y
mitofagia (Verdejo et al. 2012). Con el fin de determinar si se estd
produciendo un cambio en la masa mitocondrial total, que podria estar
enmascarando un cambio de potencial de membrana, se midio la
incorporacion de la sonda Mitotracker Green a los cardiomiocitos mediante
citometria de flujo. Esta sonda se une de forma especifica a la membrana
mitocondrial independientemente de su potencial, indicando la masa
mitocondrial total en la cé€lula.

La figura 5C presenta la medicion de la masa mitocondrial de

cardiomiocitos tratados con FK866 en las condiciones ya mencionadas, y
con CCCP (N=5). La disminuciéon de NAD" no alter6 la masa mitocondrial
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Figura 5. Disminucion de NAD" reduce niveles de ROS en cardiomiocitos, sin
afectar su potencial o masa mitocondrial. Las células se trataron con FK866 1 y
10 uM durante 24 y 48 h. Se midi6 potencial mitocondrial (A) y masa mitocondrial (C),
utilizando CCCP como control positivo para el potencial mitocondrial. En B) y D) se
presentan histogramas representativos de las mediciones por citometria de flujo. E)
ROS. Se utiliz6 H,O, como control positivo. F) Histograma representativo de la
medicion de ROS. Los datos corresponden al promedio relativizados al control + SEM
(N=5-6). Anadlisis mediante ANOVA de una via con post-test de Dunnett *p<0,05,
**p<0,01 y ***p<0,001 vs control.
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total en el cardiomiocito. En la figura 5D se presentan histogramas
representativos de las mediciones.

c). Efecto de la disminucion de NAD" sobre los niveles de ROS,

Dentro del sistema cardiovascular, existen dos fuentes principales de
ROS: Enzimas citos6licas como NADPH oxidasa y xantina oxidasa, y la
mitocondria (Verdejo et al. 2012). En varios puntos de la CTE ocurre
filtracion de electrones hacia el oxigeno, generando anidon superdxido, el
cual es altamente reactivo y es también responsable de la generacion de
otras especies oxidativas.

Las principales fuentes de ROS en el cardiomiocito, en condiciones
fisioldgicas normales, son los complejos [ y II. Las membranas, proteinas y
el ADN mitocondriales son particularmente sensibles al dafio oxidativo
(Dikalov 2011).

Se determinaron los niveles de ROS mediante la sonda 1,2,3-
dihidrorodamina (DHR), la cual se vuelve fluorescente en su estado
oxidado. En la figura SE se muestra la medicion de la fluorescencia de esta
sonda en los cardiomiocitos expuestos a las diferentes concentraciones de
FK866, con H,O, 100 uM incubado durante 30 min como control positivo
(N=6). Las mediciones indican que hubo una disminucion en los niveles de
ROS producto de la disminucion de NAD' por FK866 a la concentracion de
10 uM durante 48 h. Histogramas representativos de las mediciones se
muestran en la figura SF.
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d). Efecto de la disminucién de NAD" sobre el consumo de oxigeno y la
sintesis de ATP.

Con el objetivo de evaluar la fosforilacion oxidativa en un ambiente
metabdlico con bajos niveles de NAD", se determinaron el consumo de
oxigeno y la produccion de ATP. En conjunto estos datos permiten evaluar
la funcidn mitocondrial en ambos extremos de la CTE: en la utilizacion de
oxigeno como aceptor de electrones y en la sintesis ATP como producto
final de este proceso.

Segtin los resultados presentados anteriormente, los efectos de la
disminucion de NAD" se presentaron mas claramente luego de 48 h de
exposicion a FK866, por lo cual en adelante se eligio trabajar a este tiempo
de incubacion. La velocidad de consumo de oxigeno se determind mediante
oxigrafia de Clark. Esta técnica permite determinar la respiracion celular
basal de células completas. En la figura 6A se muestra una representacion
de los datos obtenidos desde el oxigrafo en la medicion del consumo de
oxigeno de cardiomiocitos en suspension, sin tratamiento o pre-incubados
con FK866. A cada condicion le corresponde una curva de concentracion de
oxigeno de la camara en la que se encuentran las células, respecto al
tiempo. El valor absoluto de la pendiente de estas curvas corresponde a la
velocidad de consumo de oxigeno, que posteriormente se relativiza con
respecto a las células control. En la figura 6B se presenta la cuantificacion
de la velocidad de consumo de oxigeno de cardiomiocitos tratados con
FK866 1 y 10 uM durante 48 h, respecto al control sin tratamiento (N=5).
Los resultados muestran que la disminucion de NAD" intracelular redujo
significativamente el consumo de oxigeno. Esta disminucion ocurri6 tanto
en el tratamiento con 1 como con 10 uM de FK866. En la figura 6C se
exponen los niveles de ATP intracelular determinados por la medicion de
luminiscencia en un ensayo con luciferasa (N=6). Se utilizdo Oligomicina,
un inhibidor de la ATP sintasa, a concentracion 5 uM durante 3 h como
control positivo de inhibicion de la sintesis de ATP. El grafico muestra que
el nivel de ATP celular disminuy6 conforme a la concentracion de FK866 a
la que fueron expuestos los cardiomiocitos, y por consecuencia, a la
disminucion de los niveles de NAD" intracelulares.
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Figura 6. Disminucién de NAD" reduce la funcién mitocondrial en cardiomiocitos.
A) Grafico representativo de la velocidad de consumo de oxigeno y B) cuantificacion de
consumo de oxigeno relativo al control, en cardiomiocitos incubados con FK866 (1 y 10
uM) durante 48 h (N=5). C) Niveles de ATP intracelular se determinaron luego de 48 h
de exposicion a FK866 0,1, 1 y 10 uM, utilizando Oligomicina 5 pM como control
positivo (N=6). Los datos corresponden al promedio + SEM de los experimentos
relativizados al control. Analisis mediante ANOVA de una via con post-test de Dunnett
*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 vs control.
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5.3 Objetivo 3: Determinar si la disminucion de NAD" reduce la respuesta
adaptativa a estimulos estresores como NE, H,0, e insulina en
cardiomiocitos.

Las cé¢lulas continuamente necesitan integrar las sefiales externas de
estrés y asi adaptarse a los cambios en el medio, lo cual determinara su
muerte o supervivencia. Los cardiomiocitos deben adaptarse a numerosos
estimulos que permiten al corazén mantener la funcidon en condiciones
adversas y responder a los cambios en la demanda. Debido a que pierden
casi completamente su capacidad proliferativa después del nacimiento, su
supervivencia y capacidad adaptativa se vuelven especialmente relevantes
ya que se traducen necesariamente en funcion cardiaca. Este objetivo busca
evaluar si la respuesta del cardiomiocito a estimulos externos se ve afectada
por la disminucién en los niveles de NAD".

a). Efecto de la disminucion de NAD" sobre la via de seializacion de
insulina.

La insulina favorece la entrada de glucosa a la cé€lula, lo que es un
paso clave en su uso como sustrato secundario de energia (después de los
acidos grasos) en el metabolismo del cardiomiocito. Ademas, Ila
seflalizacion de insulina contribuye a la regulacion de la seleccion de
sustratos para la produccion de ATP en el corazdn, ya que regula el balance
energético mediante su accion en la glicolisis, la oxidacion de piruvato y
acidos grasos, y el metabolismo del glicogeno.

Se ha reportado ampliamente que la supresion de la sefalizacion de
insulina es importante en estados patolégicos (Brownsey et al. 1997). Al
contrario, el incremento en la disponibilidad de glucosa aumenta la
capacidad de trabajo y protege contra la insuficiencia cardiaca en corazones
hipertroficos (Liao 2002).

Se evalud el efecto de la disminucion de NAD' en la via clasica de
senalizacion de insulina mediante Western blot. Los cardiomiocitos se
expusieron a FK866 1 y 10 uM durante 48 h, luego de lo cual se
estimularon con insulina 100 nM durante 30 min.
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En la figura 7 se muestran imagenes representativas y cuantificaciones de
los Western blot para el receptor de insulina fosforilado (p-IR) y Akt
fosforilada (p-Akt), utilizando GAPDH como control de carga (N=3).

Los valores se relativizaron al control con insulina, al cual se le otorgo el
valor 1.

En las figuras 7A y B se puede observar que la disminucion de
NAD" dada por FK866 1 uM no afect6 la fosforilacion de IR o Akt por
efecto de la insulina. Sin embargo, al utilizar FK866 10 uM se observo una
disminucion en la fosforilacion de Akt en respuesta a insulina (Figura 7D)
aun cuando a esta concentracion de FK866 no se apreciaron cambios en la
fosforilacion del receptor (Figura 7C).

b). Efecto de la disminucion de NAD" en la respuesta de sobrevida a H,0,.

La etiologia de la insuficiencia cardiaca involucra multiples agentes y
condiciones patoldgicas, siendo la pérdida progresiva de cardiomiocitos uno
de los componentes mas importantes en su desarrollo (Hirota et al. 1999).
Como son células altamente diferenciadas, con casi nula proliferacion
después del nacimiento, los cardiomiocitos activan vias de sefializacion para
la supervivencia cuando son estresados, lo cual los hace altamente
resistentes a la muerte.

Se evalud la sobrevida de los cardiomiocitos a la exposicion a
peroxido de hidrogeno 100 uM durante 24 h con y sin disminucion en los
niveles de NAD". Para esto se midié la incorporacion de PI mediante
citometria de flujo. En la figura 8A se presenta la viabilidad de
cardiomiocitos incubados con FK866 1 y 10 uM durante 48 h, y
estimulados con H,0O,. En el grafico se observa que la disminucién de
NAD" disminuye la viabilidad de los cardiomiocitos frente a H,O,, a ambas
concentraciones de FK866. En la figura 8B se muestran histogramas
representativos de las determinaciones.
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Figura 7. Disminuciéon de NAD" reduce la sefializacién de la via clasica de insulina
en cardiomiocitos. Los niveles del receptor de insulina fosforilado (p-IR) en
Tyr1150/1151 y de Akt fosforilada (p-Akt) en Ser473 se determinaron mediante
Western blot. Se utilizaron extractos totales de proteinas de cardiomiocitos pre-tratados
con FK866 1 y 10 uM durante 48 h y luego sometidos a un pulso de insulina 10 nM de
30 min. Se observan imdgenes representativas y las cuantificaciones de la relacion A) p-
IR/GAPDH, B) p-Akt/GAPDH ambas con tratamiento FK866 1 uM, y C) p-IR/GAPDH,
y D) p-Akt/GAPDH incubados con FK866 10 uM, en estado basal y en respuesta a
insulina para cada condicion. Los datos corresponden al promedio £+ SEM de los
experimentos relativizados a la condicion con insulina. Anélisis mediante ANOVA de
una via con post-test de Dunnett respecto a la condicion con insulina. *p<0,05 vs
insulina.
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Figura 8. Disminucién en los niveles de NAD" sensibiliza los cardiomiocitos a la
muerte por peroxido. Cardiomiocitos se incubaron con FK866 1y 10 uM durante 48 h
y se estimularon con H,O; 100 uM durante 24 h como inductor de muerte. Luego se
determiné su viabilidad por incorporacion de PI. A) Cuantificacion del porcentaje de
células viables (N=3). B) Histogramas representativos de las determinaciones de
viabilidad por citometria de flujo. Los datos corresponden al promedio = SEM con
analisis mediante ANOVA de una via con post-test de Dunnett respecto a la condicién
control (*p<0,05, **p<0,01) y respecto a H,O, (#p<0,01).
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c). Efecto de la disminucion de NAD" en la respuesta hipertréfica a NE.

Como respuesta a incrementos cronicos en la presion hemodindmica
y sobrecarga de volumen, el corazon comienza una respuesta adaptativa de
hipertrofia compensatoria que lleva a un aumento del tamafio del corazén,
manteniendo la funcidn cardiaca normal (Chien 1999).

Para determinar la importancia de NAD" en este proceso, se evaluo el
area celular y la sarcomerizacion de cardiomiocitos tratados con
norepinefrina 10 pM como inductor hipertréfico, y FK866 10 uM para
disminuir los niveles de NAD", ambos durante 48 h de exposicion. En la
figura 9A se exponen imagenes de microscopia de epifluorescencia de
cardiomiocitos marcados con faloidina-rodamina, la cual se une a los
filamentos de actina, para distinguir estructuras sarcomeéricas y estimar el
area celular. En la figura 9B se muestra el perfil de fluorescencia
determinado a partir de una linea equivalente a 10 um, trazada sobre un
filamento en cada imagen, para determinar patrones de sarcomerizacion. Se
observa el patron de sarcomerizacion caracteristico de la respuesta
hipertréfica en los cardiomiocitos estimulados con NE, y la ausencia de esta
respuesta en las células tratadas con FK866.

En la figura 9C se presenta el promedio de la cuantificacion del area
de al menos 100 células por condicidon en cada experimento. Se puede
observar que la NE produjo un aumento del area celular cercano al 30% en
las células control, pero este aumento de tamafio no ocurrid cuando fueron
también tratadas con FK866.
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Figura 9. Disminucién en los niveles de NAD" impide el desarrollo de la respuesta
hipertréfica a NE en cardiomiocitos. A) Imégenes representativas de microscopia de
epifluorescencia de cardiomiocitos tratados con FK866 10 uM y estimulados con NE 10
UM durante 48 h. Marcaje de F-Actina con faloidina-rodamina (amarillo) y de ntcleos
con Hoechst (rojo). Escala grafica 10 um. B) Perfil de fluorescencia relativa lineal
equivalente a 10 pm, trazada sobre una fibra de actina en cada imagen representativa, para
mostrar patrones de sarcomerizacion. C) Cuantificacion del area celular promedio de al
menos 100 cardiomiocitos por condicion en cada experimento, presentado como el
promedio + SEM con andlisis mediante ANOVA de una via con post-test de Dunnett.
*#p<0,01 vs control.
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5.4 Objetivo 4: Evaluar si existe una relacion de causalidad entre la
disminucion de los niveles de NAD" inducida por FK866, y la disminucion
en el metabolismo y la respuesta adaptativa en cardiomiocitos.

Este objetivo busca determinar si los efectos producidos por el
inhibidor de Nampt, FK866, en el metabolismo y la respuesta adaptativa de
los cardiomiocitos son causados efectivamente por la disminucion de
NAD'. Para esto se restauraron los niveles de NAD' en las células
incubadas con FK866 mediante la administracion de nicotinamida
mononucledtido (NMN), que corresponde al producto de la enzima Nampt
en la via de sintesis de NAD'. Esta estrategia le otorga el sustrato a la
siguiente enzima de la via Nmnat, permitiendo la restauracion de la sintesis
de NAD" en el cardiomiocito.

Se evaluaron los efectos de la restauracion de los niveles de NAD' en
el metabolismo, y en dos de las tres respuestas adaptativas puestas a prueba
en el objetivo anterior: La respuesta hipertrofica a NE y la respuesta de
supervivencia a H,0,.

a). Recuperacion de los niveles de NAD" en cardiomiocitos tratados con
FK866, y su efecto en el metabolismo del cardiomiocito.

En primer lugar se determind el efecto de la administracion de NMN
en conjunto con FK866 en los niveles de NAD" y NADH. Para esto se
midieron los niveles NAD y NADH mediante un kit de ensayo enzimatico,
como fue descrito en el objetivo 1. Los cardiomiocitos se expusieron a
FK866 1 6 10 uM y a NMN 1 mM, simultaneamente durante 48 h.

En la figura 10A se presenta la cuantificacion de NAD', y en la
figura 10B la cuantificacion de NADH, ambas relativizadas al control
(N=3). Se observa que el tratamiento con NMN recuperd tanto los niveles
de NAD" como de NADH, a ambas concentraciones de FK866.
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Figura 10. NMN restablece los niveles de NAD" y la funcién mitocondrial de
cardiomiocitos tratados con FK866. Cardiomiocitos se incubaron con FK866 1 o 10
uM, y NMN 1 mM durante 48 h. Se determinaron A) Niveles de NAD" (N=3), B) Niveles
de NADH (N=3), C) Niveles de ATP intracelular (N=4) utilizando Oligomicina 5 pM
como control positivo, y D) Consumo de oxigeno (N=5). Los datos corresponden al
promedio + SEM con andlisis mediante ANOVA de una via y post-test de Dunnett
*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 vs control.
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Luego se evalud si NMN recuperaba la funcion mitocondrial en el
cardiomiocito, como indicador de su estado metabolico. Se determinaron
el consumo de oxigeno y la produccion de ATP, mediante oxigrafia de
Clark y ensayo enzimatico con luciferasa, respectivamente.

En la figura 10C se muestran los resultados de el rescate de los
niveles de ATP con NMN, y se puede apreciar que se restauran los
valores de ATP a los niveles normales, tanto cuando son tratados con
FK866 a 1 como a 10 uM (N=4). Respecto al consumo de oxigeno, en la
figura 10D se puede observar que también se restauran los niveles con la
adicion de NMN a ambas concentraciones de FK866, mostrando incluso
una tendencia a aumentar los valores normales (N=5).

b). Recuperacion de los niveles de NAD" en cardiomiocitos tratados con
FK866, y su efecto en la respuesta de supervivencia a H,0,.

Se incubaron los cardiomiocitos con FK866 1 o 10 puM, en
conjunto con NMN 1 mM durante 48 h. Luego se midio su supervivencia
frente a un estimulo con perdxido de hidrogeno 100 uM durante las
ultimas 24 h en conjunto con los estimulos anteriores, por incorporacion
de PI mediante citometria de flujo.

Como se puede apreciar en la figura 11, la viabilidad de los
cardiomiocitos expuestos a peroxido (barras oscuras) disminuye cuando
son incubados con FK866 1 y 10 uM, y se recupera a los valores
normales cuando es co-incubado con NMN en ambos casos. Ademas, se
observa que en los controles sin perdxido (barras claras), los estimulos
con FK866, NMN o ambos, no producen cambios en la viabilidad de los
cardiomiocitos (N=3).

54



Viabilidad

* *%
100+
80+ L B
w
g - HZOZ
- [ control
o
=]
‘O
(&)
°
N N N N N\ > FK866 uM
L [}
] ]
- + - + - + NMN

Figura 11. Rescate de los niveles de NAD" recupera la supervivencia a peréxido
de cardiomiocitos tratados con FK866. Cuantificacion del porcentaje de viabilidad
de cardiomiocitos incubados con FK866 1 y 10 uM, co-incubados con NMN durante
48 h y estimulados con H,O, 100 uM durante 24 h (N=3). Los datos corresponden al
promedio £ SEM con analisis mediante ANOVA de una via para cada grupo de datos,
con post-test de Dunnett (sobre las barras) y de Bonferroni (sobre las lineas). *p<0,05
y **p<0,01 vs HyO,.

c). Recuperacion de los niveles de NAD" en cardiomiocitos tratados con
FK866, y su efecto en la respuesta hipertrofica a NE.

Cardiomiocitos tratados con FK866 1 o 10 uM para inhibir Nampt
y con NMN para restablecer la produccion de NAD', se estimularon con
NE para inducir hipertrofia. Estos estimulos se realizaron
individualmente y en conjunto, durante 48 h de exposicion. Se evaluaron
el area celular y la sarcomerizacion mediante microscopia, como se
realizé anteriormente en el objetivo 3.
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En la figura 12A se presentan imagenes de cardiomiocitos
marcados con faloidina-rodamina, representativas de las utilizadas para la
cuantificacion del area celular. Se puede observar el aumento de tamano
y la organizacion de los sarcomeros por efecto de la NE, y la ausencia de
esta respuesta cuando los cardiomiocitos se incubaron con FK866, como
se habia presentado en el objetivo 3. Al rescatar los niveles de NAD",
mediante la adicion de NMN, las células con NE y FK866 no presentaron
recuperacion del fenotipo hipertrofiado.

En la figura 12B se muestran los perfiles de fluorescencia, que
permiten establecer la presencia de estructuras sarcomericas,
caracteristicas de la respuesta hipertrofica. Se observo un patron de
sarcomerizacion en los cardiomiocitos estimulados con NE, y la ausencia
de esta respuesta en las células tratadas con FK866, incluso cuando éstas
son co-estimuladas con NMN.

En la figura 12C se presenta el promedio de la cuantificacion del
area de al menos 100 células por condicion en cada experimento. Se
puede observar que el area promedio en las células control aument6 en
respuesta a NE, y que este aumento de tamafio no ocurrid en presencia de
FK866, atin cuando se rescataron los niveles de NAD™ con NMN.
Ademas, el tratamiento con NMN por si solo tampoco produjo ningln
cambio en el area celular o en la respuesta hipertrofica a NE (N=3).
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Figura 12. Restitucién de los niveles de NAD" no recuperan la respuesta
hipertrofica a NE en cardiomiocitos tratados con FK866. Cardiomiocitos tratados
con FK866 10 uM y NMN 1 mM se estimularon con NE 10 pM durante 48 h. Se
marcaron las fibras de actina con faloidina-rodamina (amarillo) y los nucleos con
Hoechst (rojo). A) Imagenes representativas por microscopia de epifluorescencia.
Escala grafica 10 um. B) Perfil de fluorescencia lineal relativa, trazada sobre una
fibra de actina en cada imagen representativa. C) Cuantificacion del area celular
promedio de al menos 100 cardiomiocitos por condicion en cada experimento. Datos
corresponden al promedio + SEM con andlisis mediante ANOVA de una via y post-
test de Dunnett . *p<0,05 vs control.
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6. DISCUSION.

NAD" es una molécula clasicamente descrita como aceptor de
electrones de enzimas que catalizan la oxidacion de sustratos en el
metabolismo energético. Como se descubrié recientemente, NAD" es
también sustrato limitante de enzimas que regulan el envejecimiento
(Sirtuinas), muerte celular por estrés oxidativo (PARP-1) y movilizacion
de Ca™ (CD38) (Ying 2008). Ademas, diversos estudios muestran
alteraciones en los niveles de NAD" y Nampt en patologias como
obesidad y sindrome metabdlico (Canto et al. 2012a), enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer (Giblin et al. 2014) y presbiacusia
(Kim et al. 2014), dafio cerebral agudo (Owens et al. 2013), cancer
(Shackelford et al. 2013), trastornos mitocondriales (Cerutti et al. 2014;
Gomes et al. 2013), enfermedades inflamatorias (Esposito et al. 2012) y
cardiovasculares (Pillai et al. 2010).

Los estudios que han abordado el rol de NAD" en el organismo y a
nivel celular, han utilizado diferentes estrategias para manipular las
concentraciones de NAD' y asi poder observar sus efectos. En estos
trabajos los niveles de NAD" se incrementaron mediante el suplemento
de sustratos de las via de rescate como nicotinamida, acido nicotinico,
nicotinamida ribdsido y nicotinamida mono nucledtido (Cant6d et al.
2012b), también se sobreexpresé Nampt en lineas celulares (Yang et al.
2007) y en ratones transgénicos (Hsu et al. 2009b). Otra forma de
aumentar el NAD' intracelular fue modulando su gasto por enzimas
consumidoras de NAD' como son Sirtuinas, PARPs y CD38
(Houtkooper et al. 2010). Por tltimo, se adicion6 NAD" directamente,
logrando un aumento intracelular de sus niveles gracias al hemicanal
CX43 que permite su entrada a las células (Bruzzone et al. 2001).

Por otra parte, la disminucion de NAD' no estd descrita
extensamente en la literatura, y se logr6 mediante ARN pequefio de
interferencia contra Nampt en lineas celulares, y aumentando su consumo
principalmente por sobreexpresion o activacion de PARPs. Otra
estrategia para disminuir NAD" es el uso de inhibidores farmacolégicos
de Nampt, como FK866 utilizado en este trabajo.
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6.1. FK866.

En 1972 se intentd por primera vez inhibir Nampt mediante el uso
de andlogos de nicotinamida (Dietrich et al. 1972). Afios mas tarde se
describié un inhibidor eficiente, capaz de disminuir la produccion de
NAD" actuando a bajas concentraciones. Este inhibidor llamado FK866
(también WK175 y APO866 en otros estudios) mostrd una alta actividad
anticancerigena en estudios pre-clinicos con células derivadas de
leucemias y tumores solidos, y en numerosos xenoinjertos en ratones y
ratas. FK866 actua especificamente sobre Nampt como inhibidor
competitivo, con una afinidad por el sitio activo incluso mayor que la
nicotinamida, sustrato natural de la enzima (Kim et al. 2006) (Figura 13).

Nicotinamida

O
N7 N,
NS

Figura 13. Estructura de FK866 y Nicotinamida. FK866 compite con nicotinamida
por el sitio activo de la enzima Nampt. Todas las interacciones de Nampt con FK866
son contactos hidrofobicos, sugiriendo que es la forma molecular antes que los
grupos funcionales lo que le otorga efectividad como inhibidor (adaptado de Kim et
al. 2006).

FK866 también ha mostrado un importante rol terapéutico en
enfermedades inflamatorias. Se han descrito mejoras en modelos
animales de encefalitis autoinmune, artritis reumatoide, sepsis y dafio en
la médula espinal (Bruzzone et al. 2009; Esposito et al. 2012). Sus
efectos son de gran magnitud, comparables a antiinflamatorios de alta
potencia, como etanercept, que son utilizados en enfermedades
inflamatorias graves.
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Actualmente, FK866 se encuentra en estudios fase II para diversos
tipos de tumores. Ademas se estdn desarrollando otros inhibidores con el

fin de ser utilizados como farmacos anticancerigenos y antiinflamatorios
(Galli et al. 2013).

Aunque los modelos en que se ha utilizado FK866 son en su
mayoria lineas celulares tumorales (Shackelford et al. 2013), existen
algunos reportes en que se ha probado en otros tipos celulares, como
hepatocitos primarios (Ramsey et al. 2009) y linea celular de rifion
embrionario (HEK293) (Yang et al. 2007). En este trabajo se utilizo
FK866 por primera vez en cardiomiocitos.

Nuestros resultados muestran que este inhibidor es altamente
efectivo en la reduccion de NAD' intracelular, alcanzando una
disminucion de un 70%, y su efecto muestra ser directamente
proporcional a la concentracion utilizada. Esta disminucion de NAD" es
mucho mayor que la alcanzada por el grupo de Chiao-Po Hsu (Hsu et al.
2009b). Ellos utilizaron un RNA interferente contra Nampt en
cardiomiocitos, alcanzando una reduccion de 33% de NAD" respecto al
valor control, ain cuando el interferente logr6é wuna caida de
aproximadamente un 70% en la expresion de Nampt.

Respecto a los niveles de NADH se observd una disminucion de
aproximadamente un 30%, que no vario al cambiar la concentracion ni el
tiempo de exposicion de FK866. Este resultado sugiriere que el
cardiomiocito se adapta para mantener el nivel de NADH estable. Los
niveles de NADH pueden ser regulados por la conversion piruvato-
lactato catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa, reaccion que es
reversible segin la relacion de concentraciones de sustratos y productos,
ademas de la actividad de la ubiquinona oxidoreductasa y otras
deshidrogenasas. Ademas, como la membrana mitocondrial interna es
impermeable a NADH, los equivalentes reducidos de NADH citoso6lico
pueden ser trasladados a la mitocondria por los sistemas de lanzadera
malato-aspartato y glicerol 3-fosfato (McKenna et al. 2006).

Dentro del objetivo 1 también se evalu6é el efecto de la
disminucion de NAD' en la viabilidad de los cardiomiocitos y se
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encontrd que no hay cambios en la sobrevida luego de la exposicion a
FK866. En varias lineas celulares cancerigenas la disminucion de NAD"
por FK866, estimula vias proapoptoéticas, incluyendo la relocalizacion de
AIF desde la membrana mitocondrial externa hacia el nacleo (Cea et al.
2012; Wosikowski et al. 2002; Hasmann et al. 2003) y autofagia en
c¢lulas de neuroblastoma (Billington et al. 2008). También se ha
reportado que en otras lineas celulares no cancerigenas como HEK?293 de
ritdbn, no produce apoptosis (Yang et al. 2007). Si bien los
cardiomiocitos se asemejan mas a las células cancerigenas en su alto
consumo de NAD' por ser metabdlicamente muy activas, los
cardiomiocitos son también altamente resistentes a la muerte. Estas
células son capaces de adaptar su metabolismo a cambios en los sustratos
y cuentan con sistemas represores de apoptosis como FAT10 (Peng et al.
2013), miembros de la familia de inhibidores de apoptosis (IAPs) como
survivina y XIAP (Schrickel et al. 2012), y el represor de apoptosis con
dominio reclutador de caspasas (ARC) que se expresa exclusivamente en
musculo esquelético y cardiaco (Koseki et al. 1998). Ademas de esto, los
cardiomiocitos tienen muy disminuidos los niveles del factor activador de
proteasa apoptotica-1, Apaf-1 (Potts et al. 2005), lo cual las convierte en
c¢lulas con la apoptosis en extremo regulada.

6.2. NAD" y metabolismo mitocondrial.

El principal sustrato para la cadena respiratoria es NADH, y es
suministrado por el metabolismo de acidos grasos, glucosa, y
aminoacidos, teniendo como producto final ATP (Brown 1992). EI ATP
a su vez es utilizado en numerosos procesos celulares como la sintesis de
proteinas, la mantencion del potencial de membrana celular y el volumen
celular por la ATPasa Na'/K", el movimiento de motores celulares por la
ATPasa actina-miosina, y la Ca®" ATPasa, siendo esta Giltima la mayor
consumidora de ATP en el corazén (Clausen et al. 1991).

La regulacion de la respiracion mitocondrial y la sintesis de ATP
es compleja e involucra numerosos factores, entre los cuales destacan la
demanda energética de la célula y la disponibilidad de sustratos como
NADH vy oxigeno (Brown 1992). Tomando en cuenta lo anterior, no es
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sorprendente que nuestros resultados muestren que la disminucion de
NAD", y por consecuencia NADH, desfavorezca el metabolismo
mitocondrial. Como respuesta a la disminucion de NAD', observamos un
descenso tanto del consumo de oxigeno como la produccion de ATP, y
los niveles de ROS, acompanado de una mantencion del potencial
mitocondrial y la masa mitocondrial. Esta disminucion en la produccion
de ATP sin pérdida de la integridad mitocondrial sugiere que la falta de
oxidacion o disponibilidad de sustrato seria responsable del descenso del
metabolismo mitocondrial (Brand et al 2011). La mantencion del
potencial de membrana mitocondrial, ademas concuerda con que la
viabilidad permanezca invariable, siendo la disrupcion de este potencial
el principal accionante de la activacion de la via intrinseca de apoptosis
(Wadia et al. 1998).

6.3. NAD" y la respuesta adaptativa del cardiomiocito.

Las células cardiacas sufren numerosas alteraciones en respuesta a
estimulos estresores tanto fisioldgicos como patolégicos que evidencian
en términos de remodelado ventricular. Cuando estas alteraciones son
causadas por estrés fisiologico, como embarazo o ejercicio, son
consideradas adaptativas y reversibles, mientras que los cambios
producidos por estrés patofisiologico como infarto al miocardio,
sobrecarga de presion, infecciones y agentes cardiotoxicos, se consideran
como mal-adaptativas y dafiinas. Aunque en un principio el remodelado
fisiologico y patologico tienen caracteristicas similares como la
hipertrofia del cardiomiocito y la liberacion de factores de crecimiento,
las vias de sefalizacion siguen diferentes patrones, derivando en una
transicion desde un mecanismo protector hacia uno perjudicial (Haghikia
et al. 2014).

En este estudio analizamos tres tipos de respuesta adaptativa:

respuesta de supervivencia a peroxido, activacion de la via cléasica de
sefializacion en respuesta a insulina y la respuesta hipertrofica a NE.
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6.4. NAD" y via de sefializacion de insulina.

La via de sefializacion de insulina regula numerosos aspectos de la
fisiologia celular, incluyendo la captacion de glucosa, su utilizacion, y el
crecimiento celular. Ademas de esto, cumple el rol de coordinar la
deteccion de la disponibilidad de nutrientes con la activacion de procesos
catabolicos, y por el contrario, en la ausencia de sustrato, mejorar la
eficiencia y economia en los procesos energéticos (DeBosch et al. 2008).
La glucosa es un sustrato importante para el corazon porque, a pesar de
generar menos ATP por molécula, es mas eficiente en términos de
consumo de oxigeno y generacion de NADH, en comparacion con 4cidos
grasos. Ademads, tiene un rol anaplerdtico, por ejemplo, provee
oxaloacetato que es un intermediario necesario en el ciclo de Kebs
(Paternostro et al. 1999).

Nuestros resultados muestran que la disminuciéon de NAD®
produce una desensibilizacion de la via de sefalizacion en respuesta a
insulina. Observamos que aun cuando la fosforilacion en Tyr1150/1151
del receptor de insulina ocurre de manera normal, la posterior
fosforilacion de Akt en Ser 473 se encuentra disminuida respecto al
control.

La actividad de Akt es regulada por varios factores: SUMOilacion
(De la Cruz-Herrera et al. 2014), ubiquitinacion (Yang et al. 2009),
acetilacion (Li et al. 2013) vy fosforilacion (Liao et al. 2010). La
activacion completa de Akt es un proceso de varias etapas, de las cuales
la Ultima consiste en la fosforilacion de Thr308 y Ser473 (Liao et al.
2010). La fosforilacion en Ser473, que se evalud en este trabajo, requiere
la unién de Akt a fosfatidil inositol 3,4,5-trifosfato (PIPs), que promueve
su localizacion en membrana y fosforilacion, la cual es realizada por la
proteina quinasa 1 dependiente de fosfoinositol (PDK1).

Recientemente, se ha descrito que tanto Akt como PDKI son
acetiladas en residuos de lisina de su dominio con homologia a
pleckstrina (de union a PIP;), previniendo su unidon a membrana y
consecuente activacion. Estos residuos son blanco de la desacetilasa
dependiente de NAD', SIRT1. En ese estudio, la sobreexpresion de
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SIRT1 produjo una gran disminucion de la acetilacion de Akt, y un
aumento en su fosforilacion y actividad (Li et al. 2013). De lo anterior,
nuestros resultados sugieren que la disminucion de NAD" por FK866
podria afectar la actividad de insulina sobre la activacion de Akt,
mediante una disminucion de la actividad desacetilasa de SIRTI-
dependiente de NAD".

En otro estudio se observd que la resistencia a la insulina en el
corazon de ratones obesos estd asociada a un aumento en la acetilacion y
una disminuida fosforilacion de Akt, atribuida a una disminucién en la
expresion de SIRT3 (Alrob et al. 2014). Ademas, en ratones transgeénicos
con el fenotipo cardiaco SIRT-KO se reportdé un fenotipo concordante
con ratones deficientes de Akt, consistente en masa cardiaca disminuida,
menor tamafio de los cardiomiocitos, aumento en la acetilacion y menor
fosforilacion de Akt y GSK-3f3 (Sundaresan et al. 2011).

Nuestros resultados también concuerdan con la asociacion que se
ha reportado entre la disminucién de los niveles de NAD" y la actividad
de Sirtuinas con sensibilidad a dafio cardiaco (Yamamoto et al. 2011).
Los maltiples sustratos de Akt influencian cada aspecto de las funciones
celulares, incluyendo tanto el crecimiento, la sobrevida y proliferacion
celular, asi como también el metabolismo, la captacion de glucosa, la
expresion génica y la comunicacion célula-célula mediante la produccion
de factores autocrinos y paracrinos (Sussman et al. 2011). En la misma
linea, la capacidad de capturar glucosa en respuesta a insulina esta
disminuida en el corazon hipertrofiado (Paternostro et al. 1999). La
disminucion en la utilizacion de glucosa como sustrato energético y la
menor activacion de Akt dependiente de insulina en el miocardio estan
asociados a factores de riesgo cardiovascular como diabetes, hipertension
arterial y arteriopatia coronaria (Sussman et al. 2011).

6.5. NAD" y respuesta de sobrevida al H,0,,
Las ROS, seglin su cantidad y tipo, han mostrado causar multiples

cambios en la estructura y funcion celular de los cardiomiocitos (Sawyer
et al. 2002). Por ejemplo, un aumento moderado de ROS causa
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hipertrofia en cardiomiocitos de rata neonata, mientras que un aumento

mayor produce apoptosis (Siwik et al. 1999) y necrosis (Chen et al.
2014).

Las ROS actlian como moléculas mensajeras que activan de forma
diferencial multiples vias de sefializacidon de quinasas en respuesta a
estimulos como estrés mecanico, citoquinas inflamatorias, estimulos
neurohumorales (Kwon 2003), e isquemia reperfusion entre otros
(Tanaka et al. 2001).

Entre las vias que son activadas por aumentos importantes de los
niveles de ROS (causales de muerte celular), se encuentran dos sub-
familias de las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK)
sensibles al estrés, las quinasas c-Jun N-terminales (JNKs) y p38-MAPK
(Sugden et al. 1998). También activan a Akt (Wang et al. 2007), a PARP-
1 (Pacher et al. 2007) y la autofagia, que en conjunto tienen un efecto
cito-protector.

Al poner a prueba esta respuesta cito-protectora en cardiomiocitos
con bajos niveles de NAD' por tratamiento con FK866, pudimos observar
una disminucion significativa de la supervivencia frente a un estimulo
con peroxido 100 uM, que se ha reportado produce apoptosis y necrosis
en cardiomiocitos (Kwon 2003). Ademas, la viabilidad celular vuelve a
sus niveles normales cuando se rescata la sintesis de NAD" mediante el
suplemento de NMN.

Este resultado se corresponde con trabajos que relacionan la
disminucion de NAD" con la inhibicion de flujo autofagico (Hsu et al.
2009b). La autofagia es necesaria para el suministro de nutrientes y la
eliminacion de las moléculas danadas por el estrés oxidativo (Chen et al.
2014), por lo que su inhibicion contribuye a la muerte celular.

En segundo lugar, se ha reportado que en condiciones de estrés
oxidativo ocurre la activacion de SIRT1-dependiente de NAD", tanto por
fosforilacion por parte de JNK1 como por SUMOilacion. La actividad de
SIRT1 a su vez produce la desacetilacion de proteinas citosolicas
involucradas en cardioproteccion (Nadtochiy et al. 2011). Ademas, la
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sobreexpresion de SIRT1 aumenta la expresion de antioxidantes como
manganeso superoxido dismutasa (MnSOD), tiorredoxina y catalasa
(Yamamoto et al. 2011). Estos efectos protectores de SIRT1, activados
por estrés oxidativo, se ven afectados por la disminucion de NAD" ya
que es un metabolito limitante en su actividad. De forma similar, el dafio
en el ADN producto del estrés oxidativo activa PARP-1, la cual consume
grandes cantidades de NAD", contribuyendo a su disminucion (Pacher et
al. 2007).

En tercer lugar, la activacion de Akt es un punto de convergencia
en la activacion de agentes cardioprotectores como Hsp20 (Fan et al.
2009) y el bloqueo de la funcion de proteinas pro-apoptoticas (Sussman
et al. 2011; DeBosch et al. 2006). Como se mostrd en este trabajo, la
activacion de Akt se encuentra disminuida en condiciones de bajos
niveles de NAD" celular.

Finalmente los mecanismos citoprotectores frente al estrés por
peroxido son principalmente reguladores de la transcripcion y sintesis de
proteinas. Ambos procesos que dependen de la disponibilidad de ATP,
cuyos niveles se encuentran disminuidos por la falta NAD".

Este resultado ademas complementa la observacion anterior en que
los niveles basales de ROS disminuian por efecto de la caida en los
niveles de NAD". Esto sugiriere fuertemente que esta disminucion de las
ROS basales se debe a la menor produccion de éstos por la mitocondria
antes que a la mayor actividad o presencia de sistemas antioxidantes.

En resumen, la presencia de NAD" en sus niveles normales otorga
una ventaja adaptativa frente al estimulo de muerte por perdxido, ya que
afecta la sefalizacion de las vias de supervivencia como SIRTI1 y Akt,
procesos claves de la respuesta propiamente tal como la eliminacion de
moléculas dafiadas mediante autofagia, y la fuente de energia para
ejecutar todas estas funciones.
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6.6. NAD" y respuesta hipertréfica a NE.

La hipertrofia cardiaca es una respuesta compleja de crecimiento
de los cardiomiocitos, en la cual sufren un remodelado estructural,
funcional y de expresion génica, en respuesta a una variedad de estimulos
fisiologicos y patologicos. La hipertrofia es una respuesta adaptativa del
corazdn al aumento de la carga del trabajo, que le permite aumentar el
gasto cardiaco (Zhu et al. 2009) y asi mantener su funcidén ante el
aumento de la demanda. Sin embargo, existe una transicion temporal
bajo condiciones de estimulacion cronica, en que estos estimulos bio-
mecanicos activan vias de sefalizacion que llevan a la disfuncidon del
musculo cardiaco, la pérdida de cardiomiocitos, fibrosis y finalmente IC
congestiva (Chien 1999; Hirota et al. 1999).

Ambos tipos de hipertrofia se diferencian claramente en la
alteracion de la funcion cardiaca, siendo la hipertrofia fisiologica
caracterizada por una funcion contractil normal o aumentada, mientras
que la hipertrofia patologica presenta una contractibilidad disminuida
(Jianglong et al. 2012). A nivel celular, ambos tipos de hipertrofia se
asemejan en el aumento del volumen celular, el contenido de proteinas
contrictiles y organizacion de los sarcomeros. Sin embargo, la hipertrofia
patologica ademds presenta fibrosis intersticial, apoptosis de los
cardiomiocitos, expresion de genes fetales, disminucion de la oxidacion
de acidos grasos e insuficiente produccion de ATP (Abel et al. 2011).

En este trabajo analizamos la hipertrofia inducida por NE, la cual
corresponde al tipo de estimulo patologico. La NE actlia mediante vias de
sefializacion que incluyen el aumento en los niveles de ROS (Sawyer et
al. 2002) y la activacion de la proteina fosfatasa activada por Ca’",
calcineurina (Pennanen et al. 2014).

Nuestros resultados muestran que los cardiomiocitos tratados con
FK866 no presentan aumento de drea celular caracteristico de la
respuesta hipertrofica, esperado frente a un estimulo con NE.
Sorprendentemente, al rescatar la sintesis d¢ NAD' mediante la adicion
de NMN no se recupera la respuesta hipertréfica normal a NE. Este
resultado sugiere que el efecto anti-hipertréfico que ejerce FK866 es
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mediante una via distinta a los efectos en la disminucién de NAD". Los
mecanismos por los cuales FK866 podria afectar esta respuesta son
mediante la inhibicion directa de alguna via de sefalizacion o molécula
efectora involucrada en esta respuesta, o indirectamente por la
acumulacion de nicotinamida, dada por la inhibicion de Nampt para la
cual es sustrato.

Nuestros datos sugieren que el efecto de FK866 sobre la respuesta
a NE puede estar mediado por la inhibicion de la ADP ribosil ciclasa
CD38. CD38 es una proteina de membrana, la principal ADP-ribosil
ciclasa en mamiferos, que cataliza la ciclacion de NAD' a adenosina
difosfato ribosa ciclica (CADRP) y es inhibida por nicotinamida (Wei et
al. 2014). Se ha reportado su presencia en el corazon (Wei et al. 2012) y
que su activacion por estimulos extracelulares produce la liberacion o
entrada de Ca®’, mediante la actividad de cADRP como segundo
mensajero. La movilizacion de Ca’" intracelular es parte de la via de
sefializacion en respuesta a NE mediante la activacion a la fosfatasa
calcineurina, implicada en el desarrollo de la hipertrofia (Pennanen et al.
2014).

Si bien los mecanismos de sefializacion de cADRP aln no estan
completamente dilucidados, si se ha reportado que participa en la
respuesta hipertrofica a angiotensina Il (Ang II). En esta via de
seflalizacion se genera un aumento bifasico de los niveles de Ca*
intracelular, que incluye un aumento répido y transitorio en la
concentracion de Ca®" via receptor de inositol trisfosfato (IP3) y un
aumento sostenido por activacion del canal de Ca®" tipo L y la apertura
del receptor de rianodina (Gul et al. 2008). En su reporte Gul et al.
utilizaron un antagonista de cADRP, el cual inhibio la respuesta
hipertrofica a Ang II incluyendo la actividad de calcineurina, la
translocacion hacia el nicleo del factor nuclear de células T activadas 3
(NFAT3), la expresion del factor de crecimiento transformante betal
(TGF-B1) y la incorporacion de leucina tritiada en cardiomiocitos. Como
NE, la Ang II también es un estimulo que genera hipertrofia de tipo
patologica y se asemeja en las vias de sefializacion que median esta
respuesta. Esto sugiere que de la misma forma en que la inhibicion de la
sefializacion por cADRP inhibe la hipertrofia por Ang II, la inhibicion de
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CD38, y por tanto de la sintesis de cADRP, por nicotinamida podria estar
inhibiendo la hipertrofia por NE.

Aunque la ausencia de la respuesta hipertroéfica a un estimulo
patologico como NE podria parecer un efecto favorable, es importante
recalcar que inicialmente la hipertrofia es beneficiosa ya que mejora o
mantiene la funcion cardiaca en condiciones de mayor demanda. Las
alteraciones perjudiciales en la matriz extracelular, el metabolismo,
expresion genética y apoptosis surgen frente a una estimulacion cronica,
que deriva en este dafo estructural y funcional (Bernardo et al. 2010).

7. PERSPECTIVAS.

N .y N . +

La manipulacion de las concentraciones intracelulares de NAD™ se

ha transformado en una herramienta ampliamente utilizada en modelos
patologicos con fines terapéuticos.

Por un lado, el aumento en los niveles de NAD" ha mostrado
mejoras en anormalidades metabolicas por dieta alta en grasas (Canto et
al. 2012) y envejecimiento (Yoshino et al. 2011), hipertrofia patologica
(Pillai et al., 2010), modelos de enfermedades mitocondriales (Cerutti et
al. 2014) y enfermedades degenerativas (Koltai et al. 2010). Por el
contrario, la disminucion en los niveles de NAD' se ha utilizado como
estrategia para inducir apoptosis en celulas tumorales (Shackelford et al.
2013), modular la respuesta inmune en enfermedades como artritis
(Busso et al. 2008), endotoxemia (Liu et al. 2013), lesion en la médula

espinal (Esposito et al. 2012) y encefalitis autoinmune (Bruzzone et al.
2009).

Por lo anterior es esencial dilucidar el rol de NAD" en cada una de
estas patologias y los efectos que puede conllevar manipular sus
concentraciones en los distintos tipos celulares.

Este trabajo proporciona evidencias de los efectos perjudiciales

que tiene la disminucion de NAD' en la respuesta adaptativa de los
cardiomiocitos 'y en su metabolismo basal. Experimentos
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complementarios podrian profundizar los hallazgos de este trabajo y
resolver los mecanismos por los cuales NAD' participa en la
supervivencia de los cardiomiocitos a peroxido y en la sefializacion en
respuesta a insulina. En esta ultima también queda por determinar como
se ven afectados los efectores rio debajo de Akt y si es posible recuperar
su actividad mediante el rescate con NMN.

Ademas, por los efectos de FK866 observados en la respuesta a
NE, este trabajo se pone en evidencia que la inhibicion de Nampt puede
traer otras consecuencias, ademas de disminuir los niveles de NAD".
Estas serian la acumulacion de nicotinamida y la deplecion de NMN, que
a su vez podrian causar otros efectos, marcando asi una diferencia entre
los estudios que, para manipular los niveles de NAD', afectan la via de
sintesis y los que afectan su consumo.

La dualidad de la manipulaciéon de NAD" se ve reflejada en un
estudio en ratas a las que se les administré LPS en conjunto con FK866,
para evaluar su capacidad antiinflamatoria en un intento por aminorar el
dafio cardiaco por endotoxemia. Si bien la disminucion de NAD" fue
efectiva en disminuir la inflamacidén, también causé un aumento en la
muerte de los cardiomiocitos, lo cual finalmente no mejor6 la funcion
cardiaca (Liu et al. 2013).

En la actualidad FK866 estd en estudios fase II como
anticancerigeno (Holen et al. 2008) y se estan desarrollando otros
analogos a nicotinamida para inhibir Nampt (Galli et al. 2013) Por otro
lado, se estan estudiando los efectos anti-envejecimiento y en el
metabolismo de la suplementacion de NMN en la dieta de ratas con
proyecciones de utilizarlo como nutracéutico (Imai, 2010). Por lo anterior
es esencial continuar avanzando en el conocimiento de la participacion
de NAD" en diferentes mecanismos celulares y patologias.
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Figura 14. Modelo propuesto.
A) FK866 inhibe la via de rescate de NAD", afectando el metabolismo mitocondrial

B)

y disminuyendo la sintesis de ATP en el cardiomiocito.

1. La disminucion de NAD" por FK866 reduciria la actividad de SIRT1 (para la
cual es sustrato) promoviendo el estado acetilado de Akt, el cual no es
susceptible a fosforilacién en Ser’” e impidiendo asi su activacion en la cascada
de senalizacion en respuesta a insulina. 2. FK866 ademds aumentaria las
concentraciones de NAM. Ambos efectos aportarian en la disminucion de la
produccion de la molécula movilizadora de Ca®’, cADRP, la cual se ha reportado
participa en el desarrollo de hipertrofia por Ang II, y que, nosotros postulamos,
media la respuesta hipertrofica por NE. 3. La disminucién de NAD" por FK866
aumenta la sensibilidad a la muerte por H,O, del cardiomiocito. Esto puede
deberse a la disminuciéon en la activacion de Akt, desde la cual divergen
diferentes vias para la proteccion frente a este tipo de estrés. Ademds la
disminucién de NAD" reduciria la actividad de SIRT1, la cual activa factores de
transcripcion que inducen la expresion de enzimas responsables de la defensa
antioxidante. Finalmente la disminuciéon de NAD" afectaria el flujo autofagico
(responsable de la eliminacion de moléculas dafiadas) resultando en una
cardioproteccion menor.
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8. CONCLUSIONES.

= La inhibicion de Nampt por FK866 es una forma eficiente de disminuir
los niveles de NAD" en los cardiomiocitos. Este es el primer reporte en
que se utiliza este inhibidor en cultivo primario de cardiomiocitos.

= La disminucion de NAD' afecta negativamente el metabolismo
mitocondrial de los cardiomiocitos, disminuyendo el consumo de
oxigeno, la produccion de ATP y generacion de ROS. Estos efectos se
presentan sin alteraciones en la masa mitocondrial total ni el potencial
de membrana, resultados que dan cuenta de la mantencion de la
integridad de la membrana mitocondrial.

= La disminucion de NAD' no afecta la viabilidad de los cardiomiocitos.
En conjunto estos datos evidencian la adaptabilidad metabolica del
cardiomiocito frente a la disminucion de NAD" por FK866.

= NAD' es un metabolito necesario para activacion de Akt en la via de
sefializacién en respuesta a insulina, pero no para la activacion del
receptor de insulina en el cardiomiocito, lo cual da cuenta de la
participacion de NAD' en mecanismos regulatorios de la sefializacion
dependiente de Akt.

= NAD" es necesario para el desarrollo de la respuesta de sobrevida a
peroxido en el cardiomiocito.

= La respuesta hipertroéfica a NE, determinada por el aumento del area
celular y presencia de patrones de sarcomerizacion, es inhibida por
FK866 pero no se recupera al restituir los niveles de NAD" por adicion
de NMN. Esto sefiala que FK866 afecta el desarrollo de la hipertrofia
cardiaca mediante una via diferente a la disminucion de NAD".

= NAD' es un metabolito importante para el metabolismo del

cardiomiocito y su plasticidad frente a estimulos fisiologicos y
patologicos.
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