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RESUMEN

El infarto agudo de miocardio es la principal causa de muerte por enfermedad
isquémica coronaria en Chile. Durante isquemia predomina el metabolismo
anaerobico, disminuye la sintesis de ATP y se generan especies reactivas del
oxigeno (EROSs). La disfuncion de la mitocondria tiene un papel central en el dafio
producido durante isquemia, incidiendo deletéreamente en la viabilidad del
cardiomiocito. Fundamentales en la mantencion de la funcion mitocondrial, son los
procesos de fusion, que da origen a mitocondrias interconectadas y con elevada
eficiencia energética, y de fisién, que genera fragmentacion de la red mitocondrial,
favoreciendo su degradacion. En la fusion participa Mitofusina 2 (Mfn2), la cual en
condiciones fisiologicas es ubiquitinada y degradada por el proteosoma. Se
desconoce si durante isquemia Mfn2 puede sufrir modificaciones redox que actuen
como sefiales que la lleven a su degradacion, y como esto podria afectar la funcion
mitocondrial.

N-Acetilcisteina (NAC) es un antioxidante de uso clinico, cuyo rol cardioprotector es
atribuido a su capacidad de donar grupos SH, y de restituir los niveles de glutation
intracelular. A nivel experimental NAC ha demostrado proteger la estructura y funcién
mitocondrial, por lo que podria influir en la regulacion de las proteinas involucradas
en la dinAmica mitocondrial. Los objetivos de este trabajo se enfocaron en estudiar si
NAC era capaz de evitar el efecto deletéreo de la isquemia sobre el contenido de
Mfn2, en corazones aislados de rata, sometidos a isquemia global, mejorando asi la
funcién mitocondrial y disminuyendo el tamafio de infarto.

Los resultados obtenidos sugieren que NAC mejora la funcién ventricular durante la
reperfusion, y disminuye el tamafio de infarto, ademas de mejorar la funcion
mitocondrial y limitar la degradacion de Mfn2 que se genera durante la isquemia. Asi
también se demostro que NAC disminuye el dafo oxidativo generado por el
fendbmeno de isquemia-reperfusion y la oxidacion de Mfn2 durante isquemia. Los
resultados sugieren ademas que la fosforilacion de Mfn2 podria estar involucrada en

su degradacion mediante la actividad de CAMKIl y AMPK durante isquemia.



ABSTRACT

Acute myocardial infarction is the leading cause of death by Coronary Ischemic
Disease in Chile. Ischemia is characterized by anaerobic metabolism, reduced ATP
synthesis and generation of Reactive Oxygen Species (ROS). Mitochondrial
dysfunction plays a central role in ischemic injury, deleteriously affecting
cardiomyocyte viability. Fusion processes are of paramount importance to maintain
mitochondrial function, since they generate interconnected mitochondria with high
energetic efficiency. On the other hand, fission processes elicit the fragmentation of
the mitochondrial network, promoting their degradation. Mitofusin-2 (Mfn2) is a key
fusion protein and under normal physiological conditions, is degraded by the
ubiquitin-proteasome system. Moreover, the effects of redox modifications that may
signal Mfn2 degradation and its effect in mitochondrial function remain largely
unknown.

N-Acetylcysteine (NAC) is a clinically used antioxidant and its cardioprotective role is
attributed to its capacity to donate sulfhydryl (SH) groups and restore intracellular
glutathione levels. On an experimental level, NAC has been described to trigger
structural and functional protection of the mitochondria, which suggests that it may
also be involved in the regulation of proteins associated to mitochondrial dynamics.
The aim of this work was focused in studying if NAC was able to prevent the harmful
effect of ischemia upon the content of Mfn2 in isolated rat hearts subjected to global
ischemia, by improving mitochondrial function and reducing the infarct size.

The results show that NAC improves left ventricle function recovery during
reperfusion, reduces the infarct size, increases mitochondrial function and limits the
degradation of Mfn2 generated during ischemia. Additionally, NAC reduced the
oxidation of Mfn2 during ischemia and oxidative damage produced by ischemia-
reperfusion injury. Furthermore, phosphorylation of Mfn2 may also be involved in its

degradation during ischemia through a mechanism mediated by CAMKII and AMPK.



1. INTRODUCCION

En Chile, gran cantidad de muertes en la poblaciéon adulta son generadas por
enfermedades cardiovasculares de origen isquémico. Entre ellas, el infarto agudo de
miocardio (IAM), corresponde a la primera causa de muerte (73,6%) (1); por lo que
ya desde el afilo 2005 fue incorporado al listado de condiciones con Garantias
Explicitas en Salud (GES) (2). Asi mismo, los datos informan que la enfermedad
isquémica del corazon también continla siendo la primera causa especifica de
AVISA (Anos de Vida Saludable perdidos por muerte prematura y discapacidad),
posicionando a la patologia cardiaca como el principal problema de salud publica a

nivel pais (3).

La isquemia generada a raiz de la oclusion de una arteria coronaria determina la
hipoxia y muerte de cardiomiocitos, afectando la funcionalidad cardiaca general y
determinando el riesgo de muerte (4, 5). El progreso del dafio en un IAM, es detenido
y paraddjicamente potenciado por la restauracion del flujo sanguineo, generando un
fenémeno de dafio por reperfusion (6). El efecto potenciador de la lesién, producido
por la reperfusion, se relaciona con el deterioro funcional que sufrié la célula durante
la isquemia, lo cual promueve la generacion de un estado de estrés oxidativo (EOX)
durante la reperfusién, cuyo impacto involucra dafio estructural en lipidos, proteinas y
ADN (7). Es asi como el fendmeno de isquemia-reperfusiéon (IR) se constituye como
un escenario responsable del aumento del area de infarto, en un 50% en relacion al
generado originalmente por la hipoxia, lo que se asocia clinicamente, a mayor

frecuencia de arritmias (8, 9).

El agotamiento de las reservas intracelulares de ATP, generado por la isquemia, se
traduce en una serie de eventos perjudiciales para la célula, tales como: incapacidad
para mantener el balance ibnico, disfuncibn mitocondrial, alteraciébn de la
homeostasis del calcio, y aumento de las especies reactivas del oxigeno (EROSs),

entre otros (10). La disminucion en la oferta de oxigeno, limita la fosforilacion



oxidativa, generando mayor fuga de electrones en la cadena respiratoria, y mayor
produccion de EROs, siendo la mitocondria una de las principales fuentes de EROs

intracardiaca (11).

Durante isquemia, las proteinas y lipidos mitocondriales, asi como también el ADN
mitocondrial (ADNmt), son altamente vulnerables a las modificaciones oxidativas, lo
cual afecta la capacidad de este organelo para mantener un adecuado potencial de
membrana mitocondrial y consumo de oxigeno, influyendo deletéreamente en su
eficiencia metabdlica (12, 13). Datos de la literatura indican que en modelos ex vivo,
corazones sometidos a IR aumentan la fragmentacion de la red mitocondrial (14, 15).
Asi mismo, existen antecedentes que sugieren que la pérdida de la capacidad de

fusién mitocondrial tiene un efecto nocivo para los cardiomiocitos (16).

1.1 MITOCONDRIAS Y DINAMICA MITOCONDRIAL

Las mitocondrias son organelos celulares encargados del metabolismo aerobio, son
responsables del 90% de la produccion energética cardiaca, razén por la cual ocupan
un 25-35% del volumen total en los cardiomiocitos (17). En paralelo a la produccion
de ATP, la mitocondria es una fuente productora permanente de bajas, e inocuas,
cantidades de EROs, situacion que en determinadas circunstancias, puede verse
incrementada y constituirse como un evento potenciador del dafio, como ocurre en el
contexto isquémico (18). La mitocondria también participa en la homeostasis del
calcio, en la proliferacion celular, y se le adjudica un rol regulador en la muerte

celular por apoptosis y necrosis (19, 20).

Las mitocondrias son organelos altamente dinamicos, capaces de intercambiar su
morfologia entre estructuras redondeadas, y redes mitocondriales elongadas,
consecuencia de los procesos de fision y fusion mitocondrial respectivamente (21).
El equilibrio de dichos procesos opuestos es un componente fundamental para la
conservacion de las caracteristicas morfolégicas, y las competencias fisioldgicas de
la mitocondria, por lo que estan estrechamente relacionados con la bioenergética

(20). En este contexto, en el tejido cardiaco, se ha descrito que cuando los cambios



morfolégicos de la mitocondria, limitan la capacidad mitocondrial de oxidar sustratos,
se determina la transicion a la lesion irreversible (18), por lo que la interrupcion de la
fusion mitocondrial ha sido identificada como causante de insuficiencia cardiaca letal
(22), y asi también, la disminucion de los procesos de fision mitocondrial han
demostrado un efecto cardioprotector del dafio por isquemia reperfusién (15). Asi
mismo, el funcionamiento mitocondrial eficiente, también requiere una estrecha
asociacion fisica con el reticulo sarcoplasmatico, a fin de permitir la transferencia de
calcio hacia la mitocondria, y con ello, la funcionalidad de la cadena respiratoria y la
fosforilacion oxidativa (23). Una de las proteinas involucradas en mantener esta
asociacion es Mitofusina 2 (Mfn2), proteina de la membrana externa mitocondrial
(24, 25).

La regulacion de la fision mitocondrial en mamiferos, es dependiente de la actividad
de la proteina relacionada con la Dinamina 1 (Drpl) y la proteina de fision 1 (Fisl).
Drpl es una proteina que reside principalmente en el citoplasma, y su localizacién en
puntos especificos de la membrana mitocondrial externa, representa futuros sitios de
fision (26). La translocacion de Drpl desde el citoplasma a la mitocondria, es
promovida por el aumento de los niveles de calcio (27), en un reclutamiento
aparentemente dirigido por Fisl, ya que Drpl carece de una secuencia de destino

mitocondrial (28).

Las proteinas encargadas de concretar la fusion de las membranas de mitocondrias
contiguas, son la Mitofusina 1 (Mfnl), y Mfn2, que se encuentran ancladas en la
membrana mitocondrial externa; mientras el acercamiento y fusion de la membrana
mitocondrial interna, esta regulada por la proteina de atrofia optica 1 (OPA1), que se
localiza en el espacio intermembrana, adherida a la membrana mitocondrial interna,

permitiendo el remodelado de las crestas mitocondriales (21) (Figura 1).



Figura 1: Esquema de las proteinas involucradas en la fusién
mitocondrial

Mfn2: Mitofusina 2 (proteina de la membrana externa), Opal: proteina de
atrofia Optica Tipo 1 (proteina de la membrana interna).

En los ultimos afos, el avance en el estudio de la regulacion postraduccional de
Mfn2, ha permitido establecer el vinculo entre los fendbmenos de estrés celular, la
disminucién de Mfn2, la fragmentacién mitocondrial, y la muerte por apoptosis. A este
respecto, se ha identificado que Mfn2 puede ser fosforilada, y que esta fosforilacion
podria ser una sefial que determine su ubiquitinacion y consecuente degradacion
proteosomal (19), asi también se ha sefialado que la proteina Parkina, permite la
ubiquitinacion de Mfn2, facilitando con ello, la eliminacion de las mitocondrias
dafadas, a través del proceso de macroautofagia (mitofagia) (29). Considerando que
en un contexto oxidativo, se generan alteraciones en la morfologia mitocondrial,
determinantes de su deterioro funcional (30), es posible que el dafio oxidativo afecte
a Mfn2, estimulando su degradacién, y que esto sea una causa de la pérdida de la
indemnidad mitocondrial.

1.2 ESTRES OXIDATIVO DURANTE LA ISQUEMIA

Las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (EROsS/ERNSs), son moléculas muy
reactivas, cuyas propiedades oxidantes les confieren la capacidad de modificar
covalentemente a lipidos, proteinas y ADN, y de participar como sefializadores en
diversas vias que regulan tanto la supervivencia como la muerte celular (31, 32). En
circunstancias en que su presencia alcanza niveles que superan la capacidad de
respuesta antioxidante celular, la accion de las especies reactivas fomenta un caos

homeostéatico, que condiciona un comportamiento celular patolégico, y pone en
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riesgo la funcionalidad y viabilidad celular, fendbmeno reconocido como estrés
oxidativo (33). El dafio oxidativo, es causa de deterioro cardiaco durante la isquemia
y durante la IR en los seres humanos (34), algunas de las fuentes involucradas
normalmente en su generacion son: las mitocondrias (30), la NADPH oxidasa, la
xantina oxidasa (XO) y la 6xido nitrico sintasa (NOS) (35). Considerando la gran
densidad mitocondrial en el cardiomiocito, y el deterioro que ésta sufre durante la
isquemia, que afecta su capacidad de aprovechar apropiadamente el oxigeno
residual (36), este organelo adquiere un rol aun mas importante en la produccion
EROs, aumentado la generacién del radical anién superéxido (O;"), y colaborando
con la generacion de estrés oxidativo en la isquemia (37).

Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacion de
otras moléculas. Existen antioxidantes enziméticos y no enziméticos (metabdlicos, o
de origen nutricional). Sin embargo, son los sistemas antioxidantes enzimaticos, los
gue constituyen la primera linea de defensa para la neutralizacion de EROs/ERNs. A
nivel intracelular, la superéxido dismutasa (SOD), con presencia citoplasmatica y
mitocondrial, cataliza la dismutacién del O,", en peréxido de hidrégeno (H.0,),
agente oxidante que es transformado en agua y oxigeno (O;) por acciéon de la
catalasa (CAT) de ubicacién peroxisomal, o por la glutation peroxidasa (GPy). La GPy
es capaz de eliminar el H,O, al utilizar como cofactor al glutatién reducido (GSH),
transformandolo en glutation oxidado (GSSG), el cual, puede ser nuevamente
reducido a GSH, por accibn de otras enzimas colaboradoras del sistema

antioxidante. Estas son la: glutation reductasa (GR), glutation-S-transferasa (GST), y

gamma glutamil cisteinil sintetasa (YGCS) (38).

El glutation es el principal antioxidante celular, puede ser sintetizado a partir de los
aminoacidos L-cisteina, acido L-glutdmico y glicina. El grupo sulfhidrilo (SH) de la
cisteina, sirve como donador de electrones y es responsable de la actividad biol6gica
del glutation, el cual reduce el enlace disulfuro formado dentro de proteinas, al actuar
como un donante de electrones. La gran necesidad de glutation para la mantencion

del estado reducido del ambiente intracelular, ha llevado al uso de N-Acetilcisteina



(NAC), precursor del amino&cido cisteina, como medio para favorecer la sintesis de
glutatién, y evitar el estrés oxidativo (39, 40). Se ha demostrado que el efecto
antioxidante del NAC es protector. Permite la reduccion de la apoptosis (41), tanto
por eliminacion directa de EROs y la reposicion del contenido de glutation intracelular
(42), como por mecanismos que sugieren un efecto positivo de NAC en la
conservacion mitocondrial. Su administracion ejerce un efecto preventivo sobre la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial, y la inhibicion de la activaciéon de la

via de muerte intrinseca inducida por toxicos (43).

Es importante recordar que la presencia de las especies reactivas de oxigeno puede
cumplir un rol fisiolégico (44); sin embargo, si sus niveles aumentan, como resultado
del dafio oxidativo, las proteinas oxidadas modifican o pierden su funcion, y pueden
ser degradadas por mecanismos homeostaticos intracelulares como las proteasas,
los lisosomas, y por el proteosoma. El proteosoma es un complejo multiproteico que
responde principalmente al marcaje de proteinas generado por el sistema de
ubiquitinizacion, dependiente de ATP, constituyendo el sistema ubiquitin-proteosoma
(UPS). Sin embargo, existe evidencia de su capacidad de mediar la eliminacién de
proteinas oxidadas durante la isquemia miocardica, sin necesidad de ATP o
Ubiquitina (45). Esto dependeria de la interaccién directa de las proteinas con el
ndcleo catalitico del proteosoma (20S), dirigida por ciertas modificaciones oxidativas,
determinantes de un aumento de la hidrofobicidad proteica, ya sea por introduccion
de grupos hidréfobos o desplegamiento (46).

Considerando que: a) durante la isquemia se genera un aumento en la produccion
de EROs, y que ademas se afecta negativamente la funcibn mitocondrial, de la cual
depende la vida del cardiomiocito, y b) que dicha funcibn se encuentra
estrechamente vinculada a la mantencion del proceso de fusion, dependiente de
Mfn2; se hace interesante investigar, si en el contexto oxidativo condicionado por la
isquemia, Mfn2 sufre modificaciones redox, y si estas modificaciones a su vez, son
estimulo para su degradacion. Ademas, determinar si esta degradacion puede ser

revertida por el uso de antioxidantes como NAC, y si estos resultados se acompafian



de un efecto positivo sobre el funcionamiento mitocondrial y la recuperacion

coronaria.



2. HIPOTESIS

El antioxidante N-Acetilcisteina previene la disminucién de los niveles de Mitofusina 2

inducida por isquemia, en corazones aislados de rata, sometidos a isquemia global,

mejorando la funcién mitocondrial y disminuyendo el tamafio de infarto.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del N-Acetilcisteina sobre el contenido de Mitofusina 2, funcién

mitocondrial y tamafo de infarto, en corazones aislados de rata sometidos a

isquemia.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

Determinar el efecto de la perfusion con N-Acetilcisteina en el tamafio de infarto
y recuperacion de la contractilidad.

Determinar el efecto de la perfusiobn con N-Acetilcisteina en indicadores de
estrés oxidativo.

Determinar el efecto de N-Acetilcisteina en la funcibn  mitocondrial de
corazones sometidos a isquemia.

Determinar el efecto de N-Acetilcisteina en el contenido Mitofusina 2, en
homogenizados de corazones sometidos a isquemia.

Determinar el efecto de N-Acetilcisteina en las modificaciones redox de
Mitofusina 2.

Determinar posibles vias de sefalizacion involucradas en la degradacion de

Mitofusina 2.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos

Anticuerpo contra Mitofusina 2 (catalogo #ab56889) fue obtenido desde Thermo
Fisher Scientific. Anticuerpo contra HSP70 mitocondrial (mtHSP70), fue obtenido
desde Abcam. Anti-fosfo Mfn2 (Ser442, catadlogo #ABC963) se obtuvo de Millipore. El
kit para la medicion de TBARS (Método TCA, catalogo #700870) y el kit para la
medicion del consumo de oxigeno (MitoXpress ®, catdlogo #600800) fueron
obtenidos desde Cayman Chemical. N-Etilmaleimida, Ditiotreitol, N-acetilcisteina,
Anti-Miro 1, Anti-GAPDH vy el kit para detectar cambios en el potencial de membrana
mitocondrial (catdlogo #CS0390) fueron obtenidos de Sigma Aldrich. Compuesto C
(catdlogo #CAS-866405-64-3) y KN-93 (catdlogo #422708) se obtuvieron de

Calbiochem.

5.2 Animales

Se utilizaron ratas macho adultas, Sprague-Dawley con un peso de 250 a 300 g
obtenidas desde el Bioterio Central, del Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile. Con un protocolo de manejo de animales ajustado a
lo descrito en las Guias de Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio, publicadas
por el U.S National Institutes o Health (NIH, Publication No. 85-23, revisadas en
1996), y aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de Chile (Protocolo
CBA#541 FMUCH).

5.3 Modelo ex vivo de isquemia global

Se utilizé el sistema Langendorff de perfusion coronaria retrégrada (47). Para la
extraccion de los corazones, las ratas fueron previamente anestesiadas con
pentobarbital intraperitoneal (65 mg/Kg). Posteriormente, se realizé una esternotomia
para exponer el corazon, administrandose 0,1 mL de heparina (100 U/Kg), en la
cavidad de la auricula derecha. Los corazones fueron rapidamente canulados a

través de la aorta ascendente, y escindidos para ser montados en el sistema
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Langendorff, donde fueron inmediatamente perfundidos con solucién de tampoén
Krebs-Henseleit bicarbonato modificado que contiene (en mM): NaCl (128); KCI (4,7);
CaCl, (27); MgSO, (1,1); NaH,POg4, (0,4); NaHCO3 (20,2); glucosa (11,1) a flujo
constante (10-14 mL/min) con una bomba de infusion peristéltica (Gilson Minipuls3,
Francia), a temperatura controlada de 37 °C por un sistema de recirculacién de agua
entibiada por termostato (B. Braun Thermomix 1420, Alemania Occidental) y
equilibrado con una mezcla de 95 % de O, y 5 % de CO, para ajustar el pH a 7,35 —
7,45.

Una vez montado en el sistema Langendorff, al corazén se le eliminaron las
auriculas, y en el ventriculo izquierdo se insertd un balén hecho de film plastico
conectado a un transductor de presion (Puente Amp ADInstruments ML221,
Australia). Durante la estabilizacion, el balon se llendé con agua destilada hasta
conseguir una presion diastélica final de ventriculo izquierdo (PDFVI) entre 5-10
mmHg. El volumen del balén se mantuvo constante durante todo el experimento. Se
mantuvo una frecuencia cardiaca de 240 pulsos por minuto, con apoyo de

estimulacién eléctrica.

Fueron excluidos del estudio los corazones que no lograron una presion desarrollada
por el ventriculo izquierdo (PDVI) o una presién de perfusion mayor a 60 mmHg en el
periodo de estabilizacion (10 minutos). Posteriormente los corazones fueron
sometidos a los diferentes protocolos experimentales, registrandose en forma
constante el desarrollo de presiéon, +dP/dt, -dP/dt, frecuencia cardiaca y la presion de

fin de diastole.

Algunos corazones de rata se destinaron a la medicion del tamafio de infarto, y otros

se congelaron a -80°C para analisis bioquimico.
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5.4 Protocolos experimentales
Todos los corazones, pertenecientes a los distintos grupos experimentales, fueron
estabilizados por 10 minutos con solucién tampén Krebs-Henseleit, previo al inicio

del protocolo.

Cso:  Los corazones se perfundieron por 50 minutos con solucion tampoén Krebs-

Henseleit.

Ci10: Los corazones se perfundieron por 110 minutos con solucion tampén Krebs-

Henseleit.

I3p: Los corazones se perfundieron por 20 minutos con solucién tampén Krebs-

Henseleit, y luego fueron sometidos a isquemia global por 30 minutos.

IR:  Los corazones se perfundieron por 20 minutos con solucién tampén Krebs-
Henseleit, luego se sometieron a isquemia global por 30 minutos, y finalmente se

perfundieron con solucién tampdn Krebs-Henseleit por 60 minutos.

Cso+ NAC: Los corazones se perfundieron por 20 minutos con NAC 1 mM, vy los

siguientes 30 minutos con solucion tampdn Krebs-Henseleit.

Ci10+ NAC: Los corazones se perfundieron por 20 minutos con NAC 1 mM, y los

siguientes 90 minutos con solucion tampdn Krebs-Henseleit.

I3p + NAC: Los corazones se perfundieron por 20 minutos con NAC 1 mM, y luego

se sometieron a isquemia global.
IR + NAC pre Isquemia: Los corazones se perfundieron por 20 minutos con

NAC 1 mM, luego se sometieron a isquemia global por 30 minutos, y finalmente se

perfundieron con solucién tampon Krebs-Henseleit por 60 minutos.
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IR + NAC durante la reperfusion: Los corazones se perfundieron por 20
minutos con solucion tampdn Krebs-Henseleit, luego se sometieron a isquemia global

por 30 minutos, y finalmente se perfundieron con NAC 1 mM, durante 60 minutos.

IR + KN-93 pre Isquemia: Los corazones se perfundieron por 20 minutos con
KN-93 (2,5 uM), luego se sometieron a isquemia global por 30 minutos, y finalmente

se perfundieron con solucion tampén Krebs-Henseleit por 60 minutos.

IR + Compuesto C pre Isquemia: Los corazones se perfundieron por 20
minutos con Compuesto C (5 uM), luego se sometieron a isquemia global por 30
minutos, y finalmente se perfundieron con solucion tampon Krebs-Henseleit por 60

minutos.

5.5 Medicion de tamafio de infarto

En algunos corazones, al final del protocolo, se perfundieron con
2,3,5-trifeniltetrazolio al 1% (Sigma Chemical) en tamp6n fosfato, ajustado a pH 7,4,
37°C (48). Posteriormente los corazones se conservaron a -20°C por 1 hora, luego,
se cortaron en rebanadas y se suspendieron en formalina al 10% toda la noche para
su fijacion. Al dia siguiente, las rebanadas se colocaron entre dos placas de vidrio,
con un espaciador de 1,5 mm, y se escanearon para finalmente ser medidos por
planimetria utilizando el software Image J. El tamafio del infarto se expresé como
porcentaje del volumen infartado (area no tefiida) respecto del volumen total de

ventriculo (sumatoria de los volumenes de cada rebanada).

5.6 Medicion de la funcién del ventriculo izquierdo
Se midié la PDVI y la maxima derivada del desarrollo de presion en el tiempo
(+dP/dt). Los datos obtenidos se registraron utilizando el software PowerLab (ML866

ADInstrument, Australia).
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5.7 Obtencion de homogeneizados de tejido cardiaco

Los ventriculos de ratas adultas congelados en nitrégeno liquido se homogeneizaron
en tampon frio compuesto por (en mM): MOPS-TRIS (20) pH=7,4, Sacarosa (300),
EDTA (2), EGTA (2), PMSF (1), benzamidina (1), NP-40 (1%), SDS (1%), leupeptina
(2 pg/mL), pepstatina (1 pg/mL). Las muestras se homogeneizaron en Douncer
vidrio-teflon y posteriormente se centrifugaron a 1.000 x g por 20 minutos a 4° C. Las

fracciones solubles se almacenaron a -80° C para su posterior analisis.

5.8 Aislamiento de mitocondrias desde tejido cardiaco

Los corazones de rata se homogeneizaron en Douncer vidrio-teflon utilizando una
solucion tampdn A compuesta por (en mM): Manitol (225), Sacarosa (75), EGTA-K
(0,5), TRIS-HCI (30) pH= 7,4, y BSA 0,5%; en una relacion 1:6 (tejido: tampon). Una
vez homogeneizados, éstos se sometieron a dos centrifugaciones sucesivas de 740
X g por 5 minutos a 4°C, conservando en ambos casos el sobrenadante.
Posteriormente los sobrenadantes obtenidos en el punto anterior se centrifugaron a
9.000 x g por 10 minutos a 4°C, obteniéndose asi un pellet enriquecido en
mitocondrias. Con el fin de eliminar las contaminaciones provenientes del entorno
celular, el pellet obtenido se resuspendié primero en una solucion tampén B
compuesta por (en mM): Manitol (225), Sacarosa (75), TRIS-HCI (30) pH= 7,4, con
BSA 0,5%; seguido de una centrifugacion a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C. Luego
de descartar el sobrenadante, el pellet se resuspendié en una solucion tampoén C
compuesto por (en mM): Manitol (225), Sacarosa (75) y TRIS-HCI (30) pH= 7,4,
seguido de una centrifugacion a 10.000 x g durante 10 minutos a 4°C. El pellet
obtenido corresponde al crudo de mitocondrias, el cual finalmente se resuspendié en
250 pL de tampon D compuesto por (en mM): Manitol (250), HEPES (5), EGTA-K
(0,5). El crudo de mitocondrias obtenido se utilizé6 para el analisis inmediato de la
funcién mitocondrial (consumo de oxigeno y potencial de membrana mitocondrial)
(47).
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5.9 Cuantificacién de proteinas

La cuantificacion de proteinas tanto de los homogeneizados como de las fracciones
enriquecidas en mitocondrias obtenidas, se realizé por el método colorimétrico de
Hartree (49).

5.10 Consumo basal de oxigeno

Se evaluo el consumo de oxigeno en las mitocondrias, en presencia de succinato,
glutamato, malato y ADP, con una sonda fluorescente (MitoXpress) sensible a
oxigeno, en un medio acuoso cubierto con una capa de aceite mineral (50). Los
resultados se expresaron en unidades arbitrarias de Fluorescencia/min/mg de

proteinas.

5.11 Potencial de membrana mitocondrial

Para medir el potencial de membrana mitocondrial se utilizo la sonda JC-1 (5,5', 6,6'-
tetracloro1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolocarbocianuro), la cual ingresa a la matriz
mitocondrial cuando éstas tienen un potencial de membrana adecuado (polarizadas)
(51).

Las mitocondrias obtenidas de cada grupo experimental fueron incubadas con la
sonda JC-1 en un tampon compuesto por succinato, glutamato, malato y ADP, por 10
minutos a 37°C. Para identificar los monémeros de JC-1 en la muestra se utilizé una
longitud de onda de 490 nm para excitacién y 530 nm para emisién. Para identificar
los agregados de JC-1 se utiliz6 una longitud de onda de excitacion de 525 nm y 590
nm para emision. Los resultados se expresaron como razon de fluorescencia entre la

sonda agregada y la soluble.

5.12 Contenido de Mitofusina 2 en homogeneizados de rata adulta

El contenido de Mfn2 se evalué en homogeneizados, para lo cual se utilizaron 30 ug
de proteina de cada condicién, los cuales se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones reductoras (DTT en el tampodn de carga) y transferidos
a membranas de PVDF para ser incubadas con los anticuerpos Anti-Mfn2 en una
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dilucion 1: 3000. Como control de carga se utilizo6 GAPDH en una dilucién 1:20.000.
Para cuantificar los agregados de Mfn2 se remplazé el DTT del tampdn de carga por
NEM (N-etilmaleimida). Para cuantificar la Mfn2 fosforilada se utilizé el anticuerpo
anti-fosfo Mfn2 capaz de reconocer en Serina 442, en una diluciéon 1:1000. Para
cuantificar mtHSP70 y la proteina Miro 1 se utilizé el anticuerpo respectivo en una
dilucion de 1:1000.

5.13 Contenido de glutation
La determinacién del contenido de GSH, se realizé utilizando el método espectro-
fotométrico de Griffith (52).

5.14 Cuantificacion de malondialdehido
Se cuantificé el malondialdehido (MDA) en homogeneizado de tejido cardiaco, por
medio de un método colorimétrico (TBARS) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

5.15 Analisis estadistico
Los resultados se muestran como el promedio £+ SEM. Las diferencias fueron
consideradas significativas con valores de p<0,05. Para comparar dos grupos

experimentales se utilizé un t-test.

Para comparar mas de dos grupos experimentales se utiliz6 un ANOVA de una via,
seguido del test de Tukey. En los casos en que no fue posible asegurar una
distribucion normal de los datos, se utilizé test de Kruskal-Wallis para comparar mas

de dos grupos experimentales, seguido del test de Dunns.
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6. RESULTADOS

6.1 N-Acetilcisteina mejora la funcion ventricular en corazon aislado de rata
adulta sometido aisquemiay reperfusion.

Para evaluar el efecto de la perfusiéon con NAC (1 mM) sobre la funcion ventricular,
se registraron y evaluaron los parametros contractiles al final de la reperfusion
(Figura 2). En un grupo experimental NAC se utilizé por 20 minutos, previo a la

isquemia, y en otro se utilizé durante los 60 minutos de reperfusion.

Los resultados muestran que en las dos condiciones en que se utilizd6 NAC, se
aumentd la recuperacion del desarrollo de presion (sin mostrar diferencias
significativas entre los dos grupos), respecto a los corazones sometidos a IR sin
tratamiento. También se evidencié que sélo los corazones tratados con NAC durante
la reperfusion, muestran un significativo aumento en la recuperacion de la maxima

derivada del desarrollo de presion.

6.2 N-Acetilcisteina disminuye el tamafio de infarto en corazon aislado de rata
adulta sometido a isquemiay reperfusion.

Se midi6 el tamafio de infarto en los corazones sometidos a los tres protocolos de
isquemia y reperfusion: sin tratamiento (IR), con NAC previo a la isquemia (NAC-IR),
y con NAC durante la reperfusion (IR-NAC). Los resultados indican que, en
coherencia con los parametros de funcién coronaria, el tamafo del infarto se redujo,
aproximadamente en un 42%, en los corazones tratados con NAC, sin observarse
diferencias significativas entre el uso de NAC previo a la isquemia y su uso durante la

reperfusion (Figura 3).
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Figura 2: Efecto de N-Acetilcisteina en el dafio producido por isquemia y reperfusion.

Las barras representan el promedio + SEM del desarrollo de presién (A) y de la maxima derivada del desarrollo
de presion (B) en controles (C) y al final de la reperfusion (IR), de corazones con y sin tratamiento de NAC. Se
utilizé ANOVA de una via, Test de Tukey como post test. * p < 0,05 vs Control, # p< 0,05 vs IR, el nimero entre
paréntesis corresponde al nUmero de muestras. En la figura (C) se muestran tres registros representativos del
desarrollo de presion en el tiempo, el superior [a] corresponde a un corazon sin tratamiento, el del medio [b] a un
corazon tratado con NAC por 20 minutos previo a la isquemia, y el inferior [c] a un corazén tratado con NAC
durante toda la reperfusion.
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Figura 3: Efecto de N-Acetilcisteina en el tamafio de infarto.

Las imagenes del panel superior (A) son representativas de rebanadas de corazén pertenecientes a los grupos
sometidos a isquemia reperfusion sin tratamiento (IR), isquemia reperfusion con NAC previo a la isquemia (NAC-
IR), e isquemia reperfusion con NAC durante la reperfusion (IR-NAC). Las barras (B) representan el tamafio del
infarto expresado como volumen de la zona infartada respecto del volumen total del corazén (promedio + SEM)
en presencia y ausencia de NAC. El nimero entre paréntesis corresponde al nimero de muestras. Para
establecer diferencias entre los grupos se utilizé: test de Kruskal-Wallis y un post test de Dunns para mdltiples
comparaciones.
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6.3 N-Acetilcisteina evita la disminucion de glutation y el aumento de MDA que
se produce durante la reperfusion.

Para evaluar el efecto de NAC sobre el dafio oxidativo producido por IR, se
cuantificaron los niveles de glutation total y de malondialdehido en homogeneizados
obtenidos de los corazones pertenecientes a los protocolos control, isquemia, e IR,
con o sin tratamiento con NAC previo a la isquemia. Los resultados mostraron que el
contenido de glutation no disminuyé durante la isquemia, pero si durante la
reperfusion, y que la perfusiéon con NAC antes de la isquemia, permite evitar dicha
disminucion. Los resultados de la medicibn de malondialdehido obtenidos en los
distintos grupos experimentales, muestran un aumento significativo del dafio por
lipoperoxidacién que se manifiesta durante la reperfusion, o que puede ser evitado
parcialmente cuando se utiliza NAC como tratamiento previo a la isquemia. Estos
resultados sugieren un efecto protector de NAC sobre los niveles de antioxidantes, y
sobre el dafio oxidativo generado por el fenédmeno de IR (Figura 4).
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Figura 4: Indicadores de estrés oxidativo en presencia y ausencia de N-Acetilcisteina

Las barras representan el promedio + SEM del contenido de glutation de homogenizados de corazones controles
(C), isquémicos (I), y sometidos a isquemia y reperfusion (IR) en presencia o ausencia de NAC previo a la
isquemia (A). Para comparar los distintos grupos experimentales se utilizo ANOVA de una via, como post test
Tukey. * p < 0,05 vs todos los grupos. El niUmero entre paréntesis corresponde al nimero de muestras. Las
barras de la figura (B) muestran el contenido (promedio + SEM) de Malondialdehido (MDA) medido en
corazones sometidos a los distintos protocolos, el valor entre paréntesis corresponde al nimero de muestras.
Para comparar los distintos grupos experimentales se utilizo6 ANOVA de una via, como post test Tukey.
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6.4 N-Acetilcisteina reduce la disminuciobn en el consumo de oxigeno
mitocondrial y la pérdida del potencial de membrana mitocondrial que se
genera después de isquemia.

Los resultados muestran que la isquemia produce una disminucion en el consumo de
oxigeno basal por las mitocondrias, efecto que se redujo significativamente cuando
se utiliz6 NAC (Figura 5A). Paralelamente, se observo que luego de la isquemia, se
genera una disminucién significativa en el potencial de membrana mitocondrial, lo

cual fue parcialmente evitado por el tratamiento previo con NAC (Figura 5B).
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Figura 5: Efecto de N-Acetilcisteina en el dafio mitocondrial generado por isquemia.

Las barras representan el promedio + SEM del consumo de oxigeno (A) y el potencial de membrana (B) de
mitocondrias aisladas de corazones controles (C) y sometidos a isquemia (I) en presencia y ausencia de NAC.
Para comparar los grupos experimentales se utiliz6 ANOVA de una via, Test de Tukey como post test. * p < 0,05
vs Control, # p< 0,05 vs Isquemia. El nUmero entre paréntesis corresponde al nUmero de muestras.
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6.5 El contenido de Mitofusina 2 disminuye con la isquemia y no se recupera
durante la reperfusion.

Los datos demuestran una significativa disminucion del contenido de Mfn2 en los
homogeneizados provenientes de corazones sometidos a 30 minutos de isquemia,
disminucién que no se recupera durante los siguientes 60 minutos de reperfusion
(Figura 6).
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Figura 6: Efecto de laisquemiay la reperfusion en el contenido de Mfn2 en homogeneizados de corazén.
En la imagen (A) se presenta: Westerns blot representativo de Mfn2 y el control de carga GAPDH. Las barras (B)
representan el promedio + SEM del contenido de Mfin2/GAPDH de westerns blot de homogeneizados de tejidos
corazones controles (C), sometidos a 30 minutos de Isquemia global (1), y corazones sometidos a 30 minutos de
isquemia, seguidos de 60 minutos reperfusion (IR). Para comparar los grupos experimentales se utilizo ANOVA
de una via, como post test Tukey. * p < 0,05 vs control. El nimero entre paréntesis corresponde al nimero de
muestras.
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6.6 N-Acetilcisteina no modifica los niveles de Mitofusina 2 en condiciones
basales.

Para verificar que bajo condiciones control, NAC no modifica los niveles de Mfn2, se
midio el contenido de esta proteina en homogeneizados de corazones perfundidos
con solucion tampén Krebs-Henseleit por 50 minutos, y en los corazones cuyo
protocolo incluye 20 minutos de perfusion con NAC 1mM seguido de 30 minutos de
perfusion con solucion Krebs-Henseleit, identificandose que NAC no genera variacion

sobre los niveles basales de Mfn2 (Figura 7).
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Figura 7: Efecto de N-Acetilcisteina en el contenido de Mitofusina 2 en grupos control.

En la imagen (A) se presenta: Westerns blot representativo de Mfn2 y el control de carga GAPDH. (B) Las barras
representan el promedio + SEM del contenido de Mfn2/GAPDH de Westerns blot de homogeneizados de tejidos
corazones controles (C), con o sin uso de NAC. El nimero entre paréntesis corresponde al nimero de muestras.
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6.7 N-Acetilcisteina atenta la disminucién del contenido de Mitofusina 2
ocurrida en isquemia.

Para evaluar el efecto de NAC sobre los niveles de Mfn2, se evaluaron sus niveles
en homogeneizados de corazones pertenecientes al grupo control, y del grupo
sometido a isquemia global por 30 minutos, con o sin tratamiento con NAC. Los
resultados indican que NAC fue capaz de reducir la pérdida de Mfn2, en un 24%

durante la isquemia (Figura 8)
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Figura 8: Efecto de N-Acetilcisteina en la disminucién del contenido de Mitofusina 2 generada durante
isquemia.

En la imagen (A) se presenta: Westerns blot representativo de Mfn2 y el control de carga GAPDH. (B) Las barras
representan el promedio + SEM del contenido de Mfn2/GAPDH de Westerns blot de homogeneizados de tejidos
corazones controles (C), sometidos a 30 minutos de Isquemia global (I) en condicidn control y tratados con NAC
(1 mM) previo a la isquemia. Para comparar los grupos experimentales se utiliz6 ANOVA de una via, como post
test Tukey. * p < 0,05 vs Control, # p < 0,05 vs Isquemia. El nimero entre paréntesis corresponde al nimero de
muestras.
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6.8 Mitofusina 2, durante la isquemia, forma agregados proteicos mediante
puentes disulfuro.

Para verificar si el estado redox genera modificaciones en Mfn2, se evalud la
presencia de la proteina mediante una electroforesis realizada en condiciones no
reductoras (sin DTT en el tampdn de carga), y se logro identificar que Mfn2 forma
agregados mediante puentes disulfuro, los cuales no son identificables al agregar un
agente reductor al tampon de carga de la electroforesis (DTT o Tiorredoxina

reductasa).

Para indagar sobre las proteinas que forman parte del agregado, se evalud, bajo las
mismas condiciones de electroforesis (con uso de NEM), la presencia de otras
proteinas mitocondriales tales como mtHSP70 y Mirol, identificandose que solo Mfn2

y mtHSP70 co-migraron en la formacion de agregados de 170 kDa (Figura 9).
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Figura 9: Modificaciones redox de Mitofusina 2, durante isquemia.

En la imagen (A y B) se presentan dos Westerns blot, de grupo control (C), y sometidos a isquemia de 30
minutos (1), representativos de la presencia de agregados proteicos de Mfn2. En la imagen (C) se presenta
un Western blot, en condiciones no reductoras, donde se detectan tres proteinas mitocondriales Mfn2,
mtHSP70, Mirol.
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6.9 N-Acetilcisteina disminuye la formacidén de agregados de Mitofusina 2, que
se producen durante la isquemia.

Con la finalidad de identificar si NAC logra modificar las condiciones redox que
influirian en la formacion de agregados de Mfn2 durante la isquemia, se realiz6 una
electroforesis en condiciones no reductoras, y se cuantificaron los agregados
formados en condicion control, e isquemia global de 30 minutos, con o sin uso de
NAC, identificAndose que el tratamiento antioxidante limita significativamente la

formacion de los agregados de Mfn2 (Figura 10).
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Figura 10: Formacion de agregados de Mitofusina 2, en presencia y ausencia de N-Acetilcisteina.

En la imagen (A) se presenta: Westerns blot representativo de Mfn2 y el control de carga GAPDH. (B) Las
barras representan el promedio + SEM del contenido de Mfn2/GAPDH de westerns blot de homogeneizados
de tejidos corazones sometidos a 30 minutos de Isquemia global (1), con o sin uso de NAC. Para comparar los
grupos experimentales se utilizo el analisis estadistico t de Student, # p < 0,05 vs Isquemia. El nimero entre
paréntesis corresponde al nimero de muestras.
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6.10 Mitofusina 2 aumenta su fosforilacion durante la isquemia global de 30
minutos.

Para evaluar las modificaciones que afectan a Mfn2 durante la isquemia, se
cuantificaron los niveles de Mfn2 fosforilada, en relacion a Mfn2 total, en
homogeneizados de corazones pertenecientes al grupo control, y en aquellos que
fueron sometidos a isquemia global por 30 minutos. Los resultados demuestran que

los niveles de Mfn2 fosforilada, aumentaron significativamente en condicion de

isquemia (Figura 11).
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Figura 11: Aumento de la fosforilacién de Mitofusina 2 en condicion de isquemia.
En la imagen (A) se presenta: Westerns blot representativo de Mfn2 fosforilada, Mfn2 total, y el control de carga
GAPDH. (B) Las barras representan el promedio + SEM del contenido de Mfn2/GAPDH de Westerns blot de
homogeneizados de tejidos corazones en condicién control (C), y de corazones sometidos a 30 minutos de
Isquemia global (I) ; Para comparar los grupos experimentales se utilizd el andlisis estadistico t de Student,
* p < 0,05 vs Control. El nmero entre paréntesis corresponde al nimero de muestras.
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6.11 La inhibicion de CAMKIl y AMPK, evita la degradacion de Mitofusina 2.

Para indagar sobre las posibles sefales y vias moleculares que conducen a la
degradacion de Mfn2 durante la isquemia, se utilizaron 2 protocolos de tratamiento
previo a la isquemia global de 30 minutos, en los cuales se busco inhibir a dos
quinasas que probablemente podrian aumentar su actividad durante un contexto
isquémico. En el primer protocolo se utiliz6 KN-93, inhibidor de CAMKII, y en el
segundo protocolo se utilizo6 Compuesto C, con la finalidad de inhibir a AMPK. En
ambos protocolos se pudo apreciar la tendencia hacia una menor degradacion de
Mfn2 durante isquemia, aunque se requiere aumentar el nUmero de muestras para

dar validez estadistica a estos hallazgos (Figura 12).
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Figura 12: Efecto del inhibidor de CAMKII (KN-93) y del inhibidor de AMPK (Compuesto C), sobre los
niveles de Mitofusina 2.

En la imagen (A y B) se presenta: Westerns blot representativo de Mfn2 y el control de carga GAPDH. Las
barras de la figura (C) representan el promedio + SEM del contenido de Mfn2/GAPDH de Westerns blot de
homogeneizados de tejidos corazones en condicion control (C), y de corazones sometidos a 30 minutos de
Isquemia global (I), con o sin uso de KN-93. Las barras de la figura (D) representan el promedio + SEM del
contenido de Mfn2/GAPDH de Westerns blot de homogeneizados de tejidos corazones en condiciéon control
(C), y de corazones sometidos a 30 minutos de Isquemia global (), con o sin uso de Compuesto C. El nUmero
entre paréntesis corresponde al nimero de muestras.
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7. DISCUSION

En esta tesis se logré determinar que en el modelo de corazéon de rata aislado,
sometido a isquemia (30 minutos), y reperfusion (60 minutos), NAC es capaz de
prevenir parcialmente el dafio generado por isquemia, en lo referente a la
recuperacion funcional del ventriculo izquierdo y la disminucion del tamafio final de
infarto. Asi también se identific6 que en este modelo, NAC puede limitar el deterioro
de la funcion mitocondrial y evitar parcialmente la disminucion de los niveles de la

proteina de fusién mitocondrial, Mfn2.

Los resultados también sugieren que Mfn2 sufre modificaciones redox durante la
isquemia, asociandose mediante puentes disulfuro con la proteina de shock térmico

mtHSP70, situacion que es evitada con el uso del antioxidante NAC.

7.1 N-Acetilcisteina mejora la funcién ventricular y disminuye el tamafio de
infarto en corazén aislado de rata adulta sometido a isquemiay reperfusion.

Los resultados demuestran que NAC mejora la capacidad funcional del ventriculo
izquierdo y disminuye la generacién de arritmias durante la reperfusion (Figura 2), y
disminuye el tamafio de infarto en el coraz6n sometido a IR (Figura 3). Estos
resultados son coherentes con los hallazgos clinicos descritos en la literatura (53), y
que refuerzan el efecto cardioprotector en la modulacion del sistema antioxidante,

como coadyuvante en la terapéutica clinica (54).

7.2 N-Acetilcisteina evita la disminucion de glutation y el aumento de MDA que
se produce durante la reperfusion.

Aungque es conocido que la presencia de EROs, puede desencadenar respuestas
protectoras o deletéreas dependiendo de sus concentraciones, los resultados de esta
tesis indican que el uso de un antioxidante (NAC 1 mM) previo a la isquemia global
de 30 minutos, es beneficioso para la conservacion de los niveles de glutation

durante la reperfusion (Figura 4A), y la disminucion del dafio derivado de la
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lipoperoxidacion en este mismo periodo (Figura 4B). Esto coincide con lo descrito en
la literatura, en donde utilizando un modelo IR en muasculo esquelético, NAC logré
proteger al higado de la deplecion de glutation y el aumento de MDA caracteristicos
de este fendmeno de dafio (55). Ademas permite proponer que NAC previene el
desarrollo de condiciones nocivas durante la isquemia, que lleven a un aumento del
dafio oxidativo durante la reperfusién, como podria ser la activacion de enzimas
generadoras de especies radicalarias, cuya produccion se hace principalmente

evidente durante la reperfusion (56).

7.3 N-Acetilcisteina reduce la disminucién en el consumo de oxigeno
mitocondrial y la pérdida del potencial de membrana mitocondrial que se
genera después de 30 minutos de isquemia.

Los resultados sugieren que la administracion de NAC previo a la isquemia, ejerce un
efecto protector de la funciébn mitocondrial, mediante la limitacién de la caida en el
consumo de oxigeno (Figura 5A), y la prevencion parcial de la pérdida del potencial
de membrana mitocondrial (Figura 5B). Estos efectos protectores de NAC sobre la
funcion mitocondrial, ya habian sido descritos y relacionados con la recuperacion de
los niveles de glutation frente al dafio citotdxico inducido por acroleina (43).

7.4 N-Acetilcisteina atenta la disminucion del contenido de Mitofusina 2
ocurrida en isquemia, e impide la formacién de los agregados proteicos que se
producen durante isquemia.

Datos no publicados de nuestro laboratorio, muestran que no solo Mfn2 disminuye
por isquemia, sino que también esto ocurre Mfnl, disminucidn que también se ha

reportado cultivos celulares, por efecto del peréxido de hidrogeno (66).
Es razonable esperar que, en concordancia con lo descrito en la literatura, la

disminucién del contenido de determinadas proteinas de la membrana mitocondrial

externa, contribuyan a la pérdida de la funcién mitocondrial y el dafio celular (16, 57).

33



Segun los resultados obtenidos, esta proteina podria ser blanco de modificaciones
redox durante la isquemia. Esta modificacion en Mfn2, es evitada cuando se utiliza el
antioxidante NAC previo a la isquemia, lo que podria tener relacion con el efecto
protector de este antioxidante en la conservacion de los niveles de Mfn2,

identificados también en esta tesis.

Asi mismo, los resultados de esta tesis han demostrado que Mfn2, durante la
isquemia, forma agregados proteicos, de aproximadamente 170 kDa, y que estos se
establecen mediante puentes disulfuro, ya que se desagregan al ser tratados con un
agente reductor en el tampon de carga para la electroforesis (Figura 9).

Los datos sugieren que los agregados incluyen a Mfn2 (86 kDa) y mtHSP70
(75 kDa), cuya suma de pesos moleculares coinciden con el peso final del agregado,
que en ambos casos, solo se evidencia en condicién de isquemia (Figura 9C).
MtHSP70, es una proteina de la familia de las proteinas de shock térmico, implicada
en estabilizacion de proteinas en estado de plegamiento parcial, y el mantenimiento
de la funcion mitocondrial (58, 59), por lo que la formacién de agregados con Mfn2
podria tener relacidon con el control o las alteraciones de la funcién mitocondrial
identificadas en isquemia, e inclusive con la degradacién de Mfn2, ya que aunque no
estd descrito que mtHSP70 tenga un rol activo en ello, si es conocido que otro
miembro de la familia de mtHSP70, conocida como HSC70, de expresion constitutiva
y ubicua, colabora en la degradacion de proteinas mediante la autofagia mediada por
chaperonas (60), rol que en condicion de isquemia, podria ser realizado por

mtHSP70, que es inducida por este fendbmeno (61).

Esta modificacion redox de Mfn2, es evitada cuando se utiliza el antioxidante
N-Acetilcisteina previo a la isquemia (Figura 10), lo que podria tener relacién con el
efecto protector de N-Acetilcisteina en la conservacion de los niveles de Mitofusina 2,

identificados también mediante este trabajo (Figura 8).
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7.5 Mitofusina 2 aumenta su fosforilacion durante la isquemia global de 30
minutos, y las quinasas CAMKIl y AMPK probablemente evitan su degradacion.
Se conocido el efecto del estado redox en la dinamica mitocondrial, donde el
aumento de las EROs son las responsables de la activacién de quinasas tales como
PKA, PINK1, PKG o JNK, las cuales, segun datos de la literatura, fosforilan a Mfn2
(30), y que esta fosforilacion, en distintos aminoacidos y bajo distintas condiciones de
estrés celular, desencadenan su degradacion proteosomal (19, 62). A pesar de esta
evidencia, no se ha estudiado el efecto que podria ocasionar tanto el estado redox
como las fosforilaciones sobre Mfn2 durante isquemia, las que podrian
eventualmente afectar su funcién y/o degradacion. Nuestros resultados sefialan que
la fosforilacion de Mfn2, en serina 442, aumenta significativamente durante la
isquemia (Figura 11), y también sugieren que probablemente la fosforilacién puede
tener relacion con la actividad de la proteina quinasa Il dependiente de
Calcio/Calmodulina (Ca?*/CaM), reconocida como CAMKII, y/o la proteina quinasa
activada por adenosina monofosfato (AMPK), estableciendo un probable vinculo con
su degradacién, ya que nuestros resultados sugieren que al utilizar inhibidores de
CAMKII (KN-93), o de AMPK (Compuesto C), la disminucion de los niveles de la
Mfn2 durante la isquemia, es menor (Figura 12).

El inclur a CAMKII y AMPK entre las posibles involucradas en las vias de
sefalizacion que pueden determinar la degradacién de Mfn2, se basa en el previo
conocimiento respecto a los estimulos que activan a las mencionadas serina-treonina
quinasas, los cuales estan presentes durante el fendmeno isquémico. Respecto a
esto, es importante recordar, que CAMKII modula funciones basicas de la fisiologia
cardiaca, como la actividad marcapasos del nodo sinusal (63), y también es
altamente dependiente de la bioquimica medioambiental del corazén, por lo que ha
emergido como una proteina clave también en condiciones patoldgicas (64), y se ha
seflalado que su inhibicion seria protectora frente al dafio generado por IR (65).
CAMKII es activada por el aumento de las concentraciones de calcio intracelular y/o
de las EROs, por lo que es probable que en condicion de isquemia, se vea

involucrada en vias que intervengan en el dafo caracteristico de este evento. Asi
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también, AMPK, que responde a la carencia energética, mediante la fosforilacion de
distintas proteinas involucradas en las vias metabdlicas, y es clave en la regulacion
de la homeostasis energética del cardiomiocito (66), podria estar vinculada en la

degradacion patologica de Mfn2 en condicion de dafio isquémico.
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8. CONCLUSIONES

NAC disminuye el dafio producido por isquemia, lo cual se ve reflejado en una menor
pérdida de glutation, menor generacion de MDA, disminucién del tamafio de infarto,
aumento de la recuperacion del desarrollo de presion, disminucién del dafio

mitocondrial, y finalmente una disminucion en la pérdida y oxidacion de Mfn2.
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10. GLOSARIO

ADN
ADNmt
ADP
AMPK
ATP
AVISA

BSA
CAMKII
CAT
DTT
-dP/dt
+dP/dt
Drpl
EDTA
EGTA
EOX
ERNs
EROs
Fisl
GAPDH
GES
GPy
GR
GSH
GSSG
GST
H20,

Acido desoxirribonucleico

ADN mitocondrial

Adenosin difosfato

Proteina quinasa activada por adenosina monofosfato

Adenosina trifosfato

Afos de Vida Saludable perdidos por muerte prematura y

discapacidad

Albumina de suero bovino

Kinasa dependiente de Calcio/Calmodulina
Catalasa

Ditiotreitol

Minima derivada del desarrollo de presion en el tiempo
Méaxima derivada del desarrollo de presion en el tiempo
Proteina relacionada con la Dinamina 1
Acido etilendiaminotetraacético

Acido tetraacético del glicol de etileno
Estrés oxidativo

Especies reactivas del nitrégeno

Especies reactivas del oxigeno

Proteina de fision 1
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
Garantias explicitas en salud

Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Glutation reducido

Glutation oxidado

Glutation-S-transferasa

Peroxido de hidrégeno
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HEPES
HSC70
HSP70
IAM

IR

JC-1
MDA
Mfnl
Mfn2
Miro 1
MOPS
mtHSP70
NAC
NADPH
NEM
NOS
O,

0,
OPAl
PDFVI
PDVI
PMSF
PVDF
SEM
SH
SOD
TBARS
TRIS
UPS
XO
YGCS

Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil]-etanosulfonico
Proteina de choque térmico, cognado, de 70 kDa
Proteinas de shock térmico de 70 kDa

Infarto agudo de miocardio

Isquemia-reperfusion

5,5', 6,6'-tetracloro1,1’,3,3'-tetraetilbenzimidazolocarbocianuro
Malondialdehido

Mitofusina 1

Mitofusina 2

Mitocondrial Rho - GTPasa 1

Acido 3-(N-Morfolino) propanosulfénico

Proteina de shock térmico de 70 kDa, mitocondrial
N-acetilcisteina

Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (reducida)
N-etilmaleimida

Oxido nitrico sintasa

Oxigeno

Anidn superéxido

Proteina de atrofia Optica 1

Presion diastélica final de ventriculo izquierdo
Presion desarrollada por el ventriculo izquierdo
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Fluoruro de polivinilideno

Error estdndar de la media

Grupos sulfhidrilos

Superoxido dismutasa

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
Tris(hidroximetil)-aminometano

Sistema ubiquitin-proteosoma

Xantina oxidasa

Gamma glutamil cisteinil sintetasa
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