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RESUMEN

La literatura actual refiere que durante la isquemia ocurren una serie de
fendmenos que afectan la sobrevida del cardiomiocito. Actualmente, se desconoce
si la administracion pre isquémica del inhibidor del proteosoma MLN9708, en
concentraciones de 0,1 uM, es capaz de preservar la morfologia mitocondrial y
evitar el aumento de la presion diastodlica final de ventriculo izquierdo al término de
una isquemia global de 30 minutos. Nuestro trabajo se llevé a cabo en un modelo
de corazén aislado de rata adulta, perfundidos en un sistema de tipo Langendorff
durante 110 minutos de protocolo, se registraron variables hemodinamicas (PDFVI
y PDVI) con un N = 3 para cada grupo experimental. Se extrajeron cortes
longitudinales de ventriculo izquierdo para luego ser observados bajo TEM en
busca de medir las siguientes variables en mitocondrias: area, perimetro,
circularidad, relacién de aspecto y redondez. Ademas, se determiné la densidad
celular de mitocondrias por unidad de area y su electrodensidad. Nuestros
resultados determinaron que la perfusion pre isquémica de MLN9708 no redujo el
aumento de PDFVI al final de la isquemia, pero si la disminuy6 en un 42% al final
de la reperfusion, ademas de permitir una recuperacion de la PDVI en un 34%. El
aumento en la forma y tamafio de las mitocondrias observado al final de la
isquemia no pudo ser disminuido con el uso de MLN9708. La densidad celular de
mitocondrias intermiofibrilares (mitocondria/ pm?) aumenté en un 52% al final de la
isquemia y que en presencia de MLN9708 aumentd un 85% en comparacion al
control, sugiriendo un aumento de la fision mitocondrial. Como indice de la
integridad de las mitocondria, medimos su electrodensidad comparada con la de
los sarcémeros. Encontramos que las mitocondrias controles fueron muy
electrodensas, con la isquemia la electrodensidad disminuyé en un 40% vy la
perfusion pre isquémica de MLN9708 evitd parcialmente esta disminucion,
evidenciando un efecto protector de este inhibidor del proteosoma.

Conclusion: Los resultados sugieren que las mitocondrias fueron fragmentadas
durante la isquemia, aumentando la tasa de fision mitocondrial. La administracién
pre-isquémica de MLN9708 no impidi6 el aumento de la fisiébn. Sin embargo,

MLN9708 protegio parcialmente la organizacion de la matriz mitocondrial.



ABSTRACT

The current literature reports that during the ischemia a series of phenomena that
affect the survival of the cardiomyocyte occur. It is not known whether pre-ischemic
administration of the protease inhibitor MLN9708 at concentrations of 0.1 uM is
capable of preserving mitochondrial morphology and preventing the increase of left
ventricular end-diastolic pressure (LVEDP) at the end of a global ischemia of 30
minutes. Our work was performed in an isolated adult rat heart model, perfused in
a Langendorff system for 110 minutes of protocol, hemodynamic variables (LVDP
and LVEDP) were recorded with an N = 3 for each experimental group.
Longitudinal sections of the left ventricle were extracted to be observed under
transmission electron microscopy. In mitochondria the following parameters were
measured: area, perimeter, circularity, aspect ratio and roundness. The density of
the mitochondria and the electrondensity were measured in the cells. Our results
determined that preischemic infusion of MLN9708 did not reduce the increase in
LVEDP at the end of ischemia, but decreased it by 42% at the end of reperfusion,
in addition to allowing recovery of LVDP by 34%. The increase in mitochondrial
shape and size observed at the end of ischemia could not be decreased with the
use of MLN9708. The cellular density of mitochondria (mitochondria / um?)
increased by 52% at the end of ischemia and in the presence of MLN9708
increased by 85% compared to the control, suggesting an increase in
mitochondrial fission. As an index of mitochondrial integrity, we measure the
relative electrondensity compared to sarcomere. We found that the control
mitochondria were very electrodensing, with ischemia the electrondensity
decreased by 40% and the preischemic MLN9708 perfusion partially prevented this
decrease, evidencing a protective effect of this proteasome inhibitor.
Conclusion: The results suggest that mitochondria were fragmented during
ischemia, increasing the mitochondrial fission rate. Preischemic administration of
MLN9708 did not prevent the increase of fission. However, MLN9708 partially

protected the organization of the mitochondrial matrix.



1. INTRODUCCION

El término isquemia, referido como una deficiencia en el suministro de sangre a los
tejidos debido a una obstruccion del flujo arterial, fue utilizado por primera vez a
principios del siglo XIX. Desde entonces, las investigaciones biomédicas se han
esforzado por comprender mejor los mecanismos de dafio celular que subyacen a
la isquemia, con la esperanza de desarrollar terapias que limiten los riesgos de la
enfermedad y las devastadoras consecuencias socioecondémicas que derivan de
estos trastornos. Los avances reportados en las Ultimas décadas han permitido
avanzar enormemente en la comprensién molecular de los eventos producidos en

la isquemia.

1.1 PROBLEMATICA GLOBAL

La principal causa de muerte en la poblacion adulta chilena son las enfermedades
cardiovasculares. Entre ellas, el infarto agudo de miocardio (IAM) corresponde a la
primera causa de muerte, con un total de 5.895 fallecidos (tasa de 36 por 100.000
habitantes), en el afio 2006 '. Las enfermedades cardiovasculares (ECV)
constituyen una de las causas mas importantes de discapacidad y muerte
prematura en todo el mundo, ademas de ser una de las principales causas de
morbilidad y deterioro de la calidad de vida. EI IAM, responsable del 73,6 % de las
muertes nacionales asociadas a enfermedad cardiovascular, constituye un

problema prioritario de salud publica debido a su gran impacto 2.

La isquemia, definida como una deficiencia en el suministro de sangre a los tejidos
debido a una obstruccién del flujo arterial, constituye la base de variados procesos
anatomopatoldgicos presentes en la actualidad, incluyendo el 1AM, accidente
cerebrovascular trombético, cirugia cardiaca y trasplante de 6rganos >
Afortunadamente en la actualidad muchos de los episodios isquémicos pueden ser
resueltos en etapas tempranas, por medio de reperfusion farmacologica o

quirdrgica, con el objetivo de reducir el tamafio de infarto y la necrosis celular del
3



tejido isquémico ’. La evidencia ha demostrado que una vez que el miocardio se
torna severamente isquémico, la restauracion del flujo sanguineo es un
prerrequisito absoluto para la recuperaciéon miocardica *. Sin embargo, la
reperfusion por si misma puede acelerar y profundizar el dafio mas alla de la
isquemia, ya que se asocia con cambios deletéreos importantes a nivel cardiaco
tales como arritmias de reperfusion, muerte del miocito y disfuncién microvascular-

5

endotelial, incluyendo el fenébmeno de no reflujo °, cambios que actualmente

determinan la "lesion por reperfusion®.

1.2 DANO POR ISQUEMIA

La privacion de oxigeno y nutrientes durante la isquemia desencadena una serie
de cambios bioquimicos y metabdlicos dentro del miocardio. Durante la isquemia,
uno de los principales desequilibrios idnicos que se instauran es el aumento
sostenido de la concentracion intracelular de Na* debido al fallo de la bomba
Na'/K* ATPasa del sarcolema, que no puede operar en ausencia de energia, y la
acidificacion progresiva del citoplasma por la puesta en marcha de la glucélisis
6

anaerobica Esto resulta en la acumulacion de lactato y reduccion del pH

intracelular . Para amortiguar esta acumulacién de hidrogeniones, el

intercambiador Na*/H* extruye el exceso de protones a costa de introducir Na*
hacia el intracelular . En respuesta, la activacion en su modo reverso del
intercambiador Na‘/Ca?* extruye Na® a expensas del aumento de las
concentraciones de Ca** intracelular °. Este fenémeno reduce el flujo de salida de
Ca®" y limita su recaptacién por el reticulo sarcoplasmatico *°, disminuyendo
progresivamente la disponibilidad de sustrato para una siguiente contraccion

miocardica.

Estos cambios, junto con los que ocurren en la reperfusion, determinan la apertura
del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (PTPM) que disipa el
potencial de membrana mitocondrial y deteriora la produccion de adenosin
trifosfato  (ATP) ®'°. En el cardiomiocito estos cambios se acompafian de

activacion de proteasas que dafan tanto a las miofibrillas como a aquellas que
4



regulan la homeostasis del Ca®** y que contribuyen al aumento de la presi6n
diastélica final de ventriculo izquierdo (PDFVI) observada durante la isquemia.
Estas alteraciones y el grado de tejido comprometido varian en extension y
magnitud dependiendo de la disminucién del aporte de sangre y de la duracion del

periodo de isquemia ’.

1.3 DANO POR REPERFUSION

La reenergizacion de las células que se encuentran en esta situacion de riesgo
puede precipitar un empeoramiento abrupto del control catiénico, principalmente
por la puesta en marcha de mecanismos dirigidos a corregir la acidosis intracelular

* 8 Ademas, la

gue perjudica aun mas la sobrecarga citoplasmatica de Na
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (EROs / ERNS)
durante los primeros minutos de la reperfusion serian los principales involucrados

en la lesién miocardica por reperfusion °.

La llegada de flujo sanguineo produce un lavado réapido de los catabolitos
(fundamentalmente H') al medio extracelular, causando la activacion de los
mecanismos de correccion de la acidosis intracelular (principalmente a través del
intercambiador Na'/H" de la membrana plasmatica y del cotransportador
Na/HCO3). Esta respuesta de correccién de la acidosis intracelular empeora auin
mas la sobrecarga citoplasmatica de Na* que, de nuevo, es manejada por la
célula activando el modo inverso del intercambiador Na*/Ca?*, lo que produce un
influjo adicional de Ca?'. La entrada de Ca* a través del modo inverso del
intercambiador Na*/Ca®" es poco relevante en condiciones fisiolégicas en los
miocitos humanos, pero puede ser deletérea cuando la célula se encuentra

sobrecargada de Na* ®.

Otros mecanismos como la activacion plaquetaria, dafio mediado por neutrdfilos,
el sistema renina angiotensina y la activacion del complemento también

contribuyen al dafio °. La reperfusién del tejido isquémico conduce a la répida
5



acumulacion de neutrofilos en el sitio de la lesion, los que se adhieren al endotelio
vascular, transmigran al espacio extravascular y puede afectar negativamente el
tejido viable a través de la liberacion de enzimas proteoliticas y generacion EROs /
ERNSs ’. Las alteraciones en las proteinas de membrana por radicales libres y el
desequilibrio en la regulacién redox enddgena conducen a peroxidacion lipidica y
pérdida de la integridad de membrana (plasmética y de organelos subcelulares)
resultando en necrosis y muerte celular °>. Como resultado de todos estos
mecanismos la célula reoxigenada acumula una gran cantidad de Ca®" en su

interior, comprometiendo seriamente su propia supervivencia °.
1.4 MITOCONDRIA E ISQUEMIA

La mitocondria pertenece al grupo de organelos subcelulares mas importantes por

11 Ademas de la sintesis de ATP, las

cuanto su rol funcional y metabdlico
mitocondrias regulan la homeostasis de Ca*" citoplasmatico, ambas funciones
realizadas utilizando la misma fuente de energia: la gradiente electroquimica de
electrones . Este organelo esta involucrado en la oxidacion final de muchas
fuentes de energia con formacion de coenzimas reducidas, que liberan sus
electrones a la cadena transportadora de la membrana mitocondrial interna. Este
proceso que se asocia con la formacién de ATP, también esta implicado en otros
procesos celulares como la produccion de grandes cantidades de EROs que

toman parte en la apoptosis y en muchas otras funciones **.

La mitocondria tiene una importancia predominante en la funcién de los
cardiomiocitos, éstas representan cerca del 30% del volumen total y aportan
aproximadamente el 90% de la energia celular . Estos organelos representan
una de las estructuras mas importantes de la célula ya que son una fuente

esencial de ATP para la funcién celular **.

Durante la isquemia las alteraciones en las concentraciones de Ca?* intracelular

([Ca*]) llevan a que la mitocondria secuestre grandes cantidades de este i6n, lo
6



que disminuye su capacidad de sintesis de ATP **!* El dafio directo a los
complejos proteicos de la membrana interna mitocondrial conduce a una caida en
la fraccién de sustratos oxidados **, por disipacién del potencial de membrana

mitocondrial 3

, perjudicando la produccion de ATP. La pérdida de funcién
mitocondrial también resulta en la acumulacion de metabolitos toxicos. La
disminucién en la oxidacién de piruvato conduce a la produccion de lactato y la
acidosis observada en isquemia, la disminucién en la oxidacién de sustratos
lipidicos bloguean la oxidacion de carbohidratos, potenciando la sobrecarga de
Ca®" que conduce a arritmias 2. Esté desbalance oxidativo, no sélo modifica a

proteinas sino que también a lipidos de membrana®.

Las mudltiples alteraciones que sufre la mitocondria pueden desencadenar la
apoptosis. Diversos estudios han demostrado que la apoptosis esta precedida por
cambios en la membrana mitocondrial, que resulta en una caida del gradiente
electroquimico, produccién de EROs vy liberacién de factores apoptoticos tales
como citocromo-c ***°. La liberacién del citocromo-c es el paso clave en la muerte
celular programada. Sin embargo, su liberacion podria preceder a la apertura del
poro de transicién de la membrana mitocondrial el que conduce a la pérdida del
potencial de membrana, tumefaccion de la matriz con eventual disrupcion de las
membranas mitocondriales y posterior liberacién de citocromo-c 8. El citocromo-c
liberado activa directamente los efectores rio abajo de la muerte celular **
formando un complejo citoplasmatico con presencia del factor de proteasa
activadora-1 (AFAP-1), deoxi-ATP y caspasa-9, los que desencadena la via

apoptdtica intrinseca 8.

Cuando el dafno al tejido cardiaco causado por isquemia es reversible y el
miocardio conserva su viabilidad después de que se reestablece la perfusion
coronaria, las reservas de ATP todavia pueden estar al margen del 60% de lo
normal *°. Cuando el dafio al tejido cardiaco causado por isquemia se asocia a una
caida en las concentraciones de ATP por debajo del 20% de su valor normal, las

células no son capaces de regenerar el ATP necesario para mantener los
7



gradientes iénicos fisiolégicos y el volumen celular *°. La activacion intracelular de
Ca?* y ATPasas aceleran el consumo de ATP y activan fosfolipasas en el
sarcolema comprometiendo la integridad de membrana *’. Las reducciones en
ATP, la hinchazon mitocondrial y el dafio del sarcolema son decisivas en la muerte

celular por isquemia *°.

1.5 CAMBIOS MORFOLOGICOS DE LA MITOCONDRIA

Estudios realizados en células diferentes a los cardiomiocitos adultos han descrito
que, ademas de las numerosas reacciones bioquimicas esenciales en la

homeostasis energética ®

, las mitocondrias son organelos altamente mdviles
capaces de cambiar su morfologia entre redes elongadas e interconectadas y
arreglos fragmentados y desordenados mediante fendmenos permanentes,
opuestos y balanceados de fusién y fision mitocondrial ***° de acuerdo a las

necesidades metabdlicas de las células.

La fusion mitocondrial implica la participacion de ciertas proteinas GTPasa tales
como mitofusinas 1y 2 (Mfn1-2) y la GTPasa de atrofia dptica tipo 1 (OPA1), que
se ubican tanto en la membrana mitocondrial externa como interna
respectivamente 8. Estas proteinas han demostrado regular la arquitectura de la
red mitocondrial mediante la inmovilizacién y fusibn de las membranas
mitocondriales vecinas °. Por otra parte, la fisi6n mitocondrial, necesaria para
eliminar mitocondrias viejas y dafiadas de la célula por medio de mitofagia,
atribuye su importancia tras la identificacion de la proteina relacionada con la

dinamina tipo 1 (Drpl) y la proteina de fision 1 (Fis1) 2°

Los estudios de mitocondrias en el cardiomiocito adulto se han centrado
principalmente en evaluar el tamafio y la forma del organelo en condiciones
fisiopatolégicas, dada la influencia en la capacidad metabdlica de la célula 8. La
fragmentacion de la red mitocondrial en respuesta a estimulos apoptéticos es un

hallazgo observado en un gran numero de tipos celulares, por lo que se ha

8



postulado una asociacién entre la activacion de la maquinaria de la fision
mitocondrial y el proceso de muerte celular dado que la pérdida de la integridad de
la membrana mitocondrial favorece la liberacion de factores proapoptoticos

comprometiendo la supervivencia de las células cardiacas %

Eventualmente, la isquemia y reperfusion (IR) causa una amplia gama de
alteraciones funcionales y estructurales en las mitocondrias, desde el
remodelamiento de las crestas, hinchazén de la matriz y cambios en membrana
externa hasta las alteraciones que derivan de la apertura del poro de transicion de
la membrana mitocondrial (PTPM) ?°. Los cambios en la morfologia mitocondrial
se han asociado con importantes funciones biolégicas y patologias 3. En
particular, es ampliamente conocido que la hinchazén mitocondrial es uno de los
indicadores mas importantes de la apertura del PTPM ?*?°, La apertura de canales
que permiten una hinchazén suficiente para romper la membrana mitocondrial
externa puede causar la liberacion del citocromo ¢, que a su vez conduce a la

muerte celular %°.

Ademas, aungue la evidencia histopatoldgica de lesion por reperfusién miocardica
se ha descrito en modelos animales, se ha prestado menos atencion a los
cambios directos en las mitocondrias cardiacas, a pesar de su papel central en el
metabolismo celular. Debido a que las mitocondrias estan estrechamente
implicadas en el proceso de muerte celular, se han identificado como el organelo
diana responsable de la lesién celular durante la isquemia y la reperfusion 2°.
Recientemente, las mitocondrias han surgido como objetivos terapéuticos para
conseguir una cardioproteccion frente a los efectos perjudiciales de la lesion

miocéardica aguda *®

, motivo por el que la cuantificacion de sus cambios en la
forma y tamafo sera (til para evaluar el grado de lesion, asi como los efectos

protectores de diversos agentes terapéuticos.



1.6 FUNCION DIASTOLICA DURANTE LA ISQUEMIA

Los dafios ocasionados por la isquemia también se traducen en complicaciones
funcionales para el rendimiento cardiaco. La literatura establece que una funcion
diastolica normal permite el llenado de los ventriculos sin incremento exagerado
de la presion, asegurando un volumen sistolico adecuado por medio del

mecanismo de Frank Starling *°.

La PDFVI es reflejo de la relajacion y la
compliancia ventricular la que traduce la relacién entre las variaciones de volumen
y presion dentro de la camara ventricular **. En condiciones patolégicas agudas
como un infarto agudo de miocardio, la isquemia puede resultar en disfuncién
sistélica y disfuncién diastdlica *%. Esta ultima con elevacién de la PDFVI que
puede ir en directa relacion con el tiempo de isquemia, afectando las propiedades
mecénicas vinculadas con la diastole: la relajacién y la compliancia ventricular 3.
Cualquier proceso que interfiera con el desacoplamiento de los puentes cruzados
de actina y miosina, que altere la remocién del Ca** citoplasmatico o que produzca
modificaciones en las proteinas contractiles y sarcoméricas tiene la potencialidad

de retardar la relajacién 3

y en consecuencia aumentar la PDFVI, la que puede
deteriorar el flujo sanguineo miocardico al aumentar la presion coronaria y llevar el
flujo a cero *°. También se ha documentado que una elevada PDFVI se asocia con
mayor riesgo de isquemia subendocérdica por estrés de la pared ventricular, en

sujetos sin pre existencia de enfermedad coronaria *’.
1.7 PROTEOSOMA

Los proteosomas son complejos proteoliticos responsables de la degradacion de
mas del 90% de las proteinas celulares en condiciones fisiologicas. El proteosoma
26S, compuesto por un nucleo catalitico 20S mas el complejo regulador 19S,
media la degradacion dependiente de ATP de proteinas ubiquitinadas mientras
que el proteosoma 20S, que contiene las subunidades cataliticas, degrada
proteinas oxidadas independiente de ubiquitinacion y de ATP. Ambos, proteosoma

20S y proteosoma 26S, coexisten en el corazén 2.
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El recambio proteico, como proceso fisiologico constante y necesario para el
correcto desempefio de los distintos tipos celulares es también necesario para
proteger a las células de la acumulacion de proteinas defectuosas. En la
actualidad se conocen varias sefiales moleculares determinantes de la tasa de
recambio proteico: ubiquitinacion, oxidacion de determinados residuos, secuencias
peptidicas ricas en prolina, acido glutamico, serina y treonina (PEST), cajas de
destruccion de ciclinas determinados por residuos N-terminales y la presencia del
pentapéptido KFERQ .

En las células eucariotas un gran numero de proteinas se degradan a través de la
via UPS (sistema ubiquitina-proteosoma) la que se caracteriza por ser un sistema
altamente regulado para la eliminacién de proteinas mal plegadas o dafiadas,
teniendo un papel central en la proliferacién celular, regulacion transcripcional,
apoptosis, inflamacion, inmunidad y desarrollo *°. La ubiquitina es un péptido
ubicuo que puede unirse a muchas proteinas mediante el proceso de
ubiquitinacién. Molecularmente el proceso por el cual la ubiquitina marca a una
proteina para su degradacion es un proceso dependiente de ATP, las proteinas
ubiquitinadas son dirigidas hacia el proteosoma 26S para la degradacién o
experimentar cambios en la ubicacién y/o actividad de la proteina “°.

Cada complejo regulador o subunidad 19S es capaz de reconocer a la cadena
poliubiquitinada y escindir el sustrato de proteina el que es desnaturalizado o
"desplegado” para luego introducirse en el nGcleo catalitico 20S “%*!. Este nucleo
corresponde a un cilindro compuesto de 4 anillos apilados, dos anillos centrales 3

41 La camara catalitica, contiene seis actividades

y dos anillos externos a
cataliticas, tres en cada uno de los anillos centrales 3. Las actividades cataliticas
del proteosoma son: actividad tipo quimotripsina situada en las subunidades fs,
actividad de tipo tripsina localizados en las subunidades [, y actividad de tipo

caspasa situadas en las subunidades B; *.
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1.8 INHIBIDORES DEL PROTEOSOMA

Se han descrito numerosas drogas como inhibidores del proteosoma, varias de
ellas con interferencia directa sobre la actividad catalitica de 20S, pudiendo ser
reversibles o no sobre el centro catalitico y muestran distintos niveles de afinidad
sobre el proteosoma 26S *2. En los Gltimos afios se han desarrollado diferentes
tipos de inhibidores del proteosoma para usarlos clinicamente en el tratamiento de
enfermedades oncolégicas y autoinmunes **. En el uso de estos en la terapia
contra el cancer, la aprobacion por la FDA (US Food and Drug Administration) en
el 2003 del inhibidor del proteosoma: Bortezomib (Velcade® (PS-341) o Kyprolis®)
sentdé un precedente en cuanto al uso de inhibidores del proteosoma ya que
actualmente es utilizado como tratamiento de primera linea para el mieloma
multiple &.

Pese a esto, varios estudios han reportado una inesperada toxicidad cardiaca
asociada con la administracion crénica de Bortizomeb (Velcade®) para el
tratamiento del mieloma maltiple ***°. Los problemas con la primera generacién de
inhibidores del proteosoma es su falta de especificidad. Sin embargo, es
concebible que inhibidores de segunda generacién, con efectos mas selectivos,
tales como ONYX-0914 o MLN9708 puedan ser de gran valor debido a su

potencial antiinflamatorio “°.

MLN9708 pertenece a una segunda generacion inhibidores del proteosoma que
inhibe reversiblemente la actividad quimotripsina de la subunidad Bs del complejo
proteosomal 20S *’. En comparacién con la primera generacion, los inhibidores del
proteosoma de segunda generacion pueden tener un perfil farmacocinético
mejorado con una mayor potencia, selectividad y menor toxicidad. MLN9708
inhibe preferentemente a la actividad de tipo quimotripsina del proteosoma (ICs
3,4 nmol / L), por sobre la actividad de tipo caspasa (ICsp 31 nmol / L) y de tipo
tripsina (ICso 3500 nmol / L) 2.
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1.9 INHIBICION DEL PROTEOSOMA DURANTE LA ISQUEMIA

La disfuncion del proteosoma en el IAM fue descrita por primera vez en el afio

2001 por Bulteau et al *°

, en ratas macho Sprague Dawley. Se ha descrito que
después de 30 minutos de isquemia regional y 60 minutos de reperfusion in vivo el
proteosoma exhibié una disminucién de las actividades quimotripsina, caspasa y
tripsina junto con un aumento en las proteinas ubiquitinadas al final de la
reperfusion *°. Esta observacion fue confirmada en los estudios de isquemia global

realizados por Powell et al *°>*

, en un modelo experimental de corazon aislado de
rata, quienes demostraron que la actividad del proteosoma dependiente de ATP se
ve preferentemente afectada. Esto es consistente con la hipotesis de que la
disfuncion del proteosoma 26S puede resultar en un aumento de proteinas

ubiquitinadas en el miocardio®?.

Los mecanismos que subyacen a la inhibicion del proteosoma durante la isquemia
aun no son del todo claros. Se sugiere que algunas subunidades del proteosoma
pueden ser suprimidas o inactivadas por estrés oxidativo y que modificaciones de
las subunidades 20S del proteosoma por la peroxidacion de los lipidos resultan en
la inactivacién selectiva de la actividad 20S *3. El pre-tratamiento de corazones
aislados de rata con un analogo de la vitamina E ha demostrado conservar la
funcion del proteosoma post isquemia **, mientras que el pre-tratamiento con un
inhibidor del proteosoma (lactacistina) condujo a una mayor acumulacién de

% La disminucién en el

proteinas oxidadas en el corazon post isquémico
contenido de ATP celular que se produce durante la isquemia promueve la
disociacion del nucleo catalitico 20S de sus terminales reguladores asociados 26S
. Esto promueve la disminucién de la actividad del proteosoma 26S “**, pero
aumenta la abundancia de proteosomas 20S que degradan activamente proteinas
oxidadas, independientemente de las concentraciones de ATP °®*'. El dafio
miocardico por IR estd asociado con un incremento en la tasa de necrosis y
apoptosis “. Dado que la via UPS degrada numerosas proteinas, incluyendo a

proteinas pro-muerte y regula multiples vias de sefializacion, se esperaria que la
13



disfuncion del proteosoma durante la isquemia tuviera un impacto significativo en

la funcién miocéardica.

57-59 49,51,59

Estudios previos han reportado efectos benéficos y deletéreos con el
uso de inhibidores del proteosoma en IR miocéardica. La divergencia en los datos
reportados en la literatura después de la IR puede surgir por el uso de diferentes
modelos experimentales, diferentes tipos y concentraciones de inhibidores .
Actualmente son escasos los datos sobre la actividad del proteosoma 20S durante
la isquemia. En este campo, el estudio de Sanchez et al *® en modelo de corazén
aislado de rata adulta Sprague Dawley con 30 minutos de isquemia global y 60
minutos de reperfusion demostré que soélo la actividad quimotripsina del
proteosoma 20S aumenta durante de la isquemia, sin encontrar cambios en las
actividades caspasa y tripsina. Esto propone a la actividad quimotripsina como
potencial responsable de la degradacion de proteinas durante la isquemia, en
especial al receptor de rianodina de tipo 2 (RyR2), pudiendo marcar el camino en

la sobrevida durante la reperfusion. Ademas, Sanchez et al *®

pudieron establecer
que el uso de inhibidores de la actividad quimotripsina del proteosoma 20S,
MLN9708 0,1 puM, fue capaz de disminuir tanto el tamafio de infarto como la

actividad quimotripsina del proteosoma al final de la isquemia en forma selectiva.
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2. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

La literatura actual refiere que durante la isquemia ocurren una serie de
fenbmenos que afectan la sobrevida del cardiomiocito, desde cambios
moleculares que provocan un aumento de la actividad de tipo quimotripsina del
proteosoma hasta alteraciones en la morfologia mitocondrial con modificaciones
en la interaccion de la unidad contractil del ventriculo izquierdo que median el
aumento de la presion de fin de diastole observada al final de la isquemia.

Actualmente, se desconoce si el inhibidor del proteosoma MLN9708, en
concentraciones de 0,1 uM con la cual inhibe solo la actividad quimotripsina del
proteosoma 20S, es capaz de preservar la morfologia mitocondrial y evitar el
aumento de la presion diastolica final de ventriculo izquierdo al final de una

isquemia global de 30 minutos.

2.1 HIPOTESIS

La inhibicién de la actividad quimotripsina del proteosoma durante una isquemia
global de 30 minutos reduce las alteraciones en la forma y tamafo de las
mitocondrias (morfologia) y evita el aumento de la presién diastélica final del

ventriculo izquierdo.

3. OBJETIVO GENERAL

Describir cuantitativamente los efectos de la inhibicibn de la actividad
quimotripsina del proteosoma en los cambios de forma y tamafio de las
mitocondrias producidos por la isquemia y analizar el efecto de la inhibicion de la
actividad quimotripsina del proteosoma en una variable funcional del corazén, la

presién diastdlica final de ventriculo izquierdo.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Analizar la forma y el tamafio de las mitocondrias de tejido cardiaco
proveniente de corazones controles y sometidos a isquemia global de 30 minutos

en presencia y ausencia de MLN9708 en concentracion de 0,1 uM.

2- Analizar la presion diastolica final de ventriculo izquierdo en corazones
sometidos a una isquemia global de 30 minutos en presencia y ausencia de
MLN9708 en concentracion de 0,1 uM.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Aislamiento de corazones vy perfusion cardiaca

Los experimentos se llevaron a cabo en un modelo ex vivo de 12 corazones de
ratas macho adultas, Sprague-Dawley (250 - 300 g), contando con la aprobacién
del Comité de Etica sobre investigacion en animales, de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile, Protocolo CBA#541 FMUCH (Anexo 1).

Los animales se anestesiaron con pentobarbital intraperitoneal (0,8 uL / Kg), luego
se procedi6 a realizar una ventana costal anterior para exponer el corazon y se
administré 0,1 mL de heparina (5000 U/mL) en la auricula derecha. Los corazones
se canularon rapidamente por la aorta ascendente y se escindieron de la caja
toracica para ser montados en un sistema de perfusion de tipo Langendorff con
solucion tampon Krebs-Henseleit bicarbonato modificado (conteniendo en mmol /
L): 128,3 NacCl; 4,7 KCI; 1,35 CaCly; 1,1 MgSOy; 0,4 NaH,PO,; 20,2 NaHCO3 y
11,1 glucosa equilibrado con una mezcla de 95% de O, y 5% de CO,, ajustado a
pH de 7,4 con flujo constante (10 — 14 mL / min) por medio de una bomba de
infusion peristaltica (Gilson Minipuls3, Francia), a temperatura controlada de 37 °C
por un sistema de recirculacion termorregulado (B. Braun Thermomix 1420,

Alemania Occidental).
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En el sistema Langendorff se eliminaron las auriculas del corazon y se inserté un
balon de latex en el ventriculo izquierdo, conectando el balén a un transductor de
presion (Puente Amp ADInstruments ML221, Australia), llenandolo con agua
destilada para producir una presion de fin de diastole entre 5 - 10 mmHg, la cual
se mantuvo constante durante el periodo de estabilizacion, 20 minutos. La
frecuencia cardiaca (FC) se mantuvo entre 240 y 300 latidos por minuto durante el
tiempo de estabilizacion por medio de un electroestimulador. En el sistema Amp
ADInstrument durante todo el tiempo de protocolo experimental se registraron las
siguientes variables hemodinamicas: desarrollo de presion ventricular, presion de

perfusion, derivadas de contractilidad y frecuencia cardiaca.

5.2 Grupos experimentales para microscopia electrénica de transmision (TEM)

e Grupo control: Corazones perfundidos con solucion tampon Krebs por 50
minutos.

e Grupo control con MLN9708: Corazones estabilizados por 10 minutos con
solucién tampdn Krebs, seguido de 10 minutos de perfusion con 0,1 uM de
MLN9708 y luego 30 minutos de perfusién con solucion tampén Krebs.

e Grupo isquemia: Corazones estabilizados por 20 minutos con solucién
tampon Krebs, seguido de 30 minutos de isquemia global.

e Grupo isquemia con MLN9708: Corazones estabilizados por 10 minutos
con solucién tampén Krebs, seguido de 10 minutos de perfusion con 0,1 pM

de MLN9708 para terminar con 30 minutos de isquemia global.
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5.3 Grupos experimentales para PDFVI

e Grupo isquemia / reperfusion: Corazones estabilizados por 20 minutos,
seguido de 30 minutos de isquemia global y 60 minutos de reperfusion con
solucion tampon Krebs.

e Grupo isquemia/ reperfusion con MLN9708: Corazones estabilizados por
10 minutos, seguido de 10 minutos de perfusion con 0,1 uM de MLN9708,
luego 30 minutos de isquemia global y 60 minutos de reperfusion con

solucion tampon Krebs.

5.4 Criterios de inclusion:

Se incluyeron todos aquellos corazones donde el tiempo de escision cardiaca y
montaje en el sistema de perfusion de tipo Langendorff fuera menor a 2 minutos.
Ademas, los corazones debian tener un desarrollo de presion ventricular superior

a 60 mmHg y una presion de perfusion sobre 60 mmHg.

5.5 Procesamiento de la muestra para TEM

Una vez finalizado los tiempos experimentales de cada protocolo, cada corazén
fue perfundido por 30 minutos con una solucién de glutaraldehido al 3% en buffer
fosfato de sodio 0,1 M pH 7,3 para la fijacion quimica de la muestra. Bajo lupa, se
aisl6 mecanicamente el ventriculo izquierdo y sobre estos se realizaron cortes
longitudinales de endocardio y / o miocardio (Esquema 1). Posteriormente estos
trozos fueron embebidos en glutaraldehido 3% y procesados segun “Protocolo de
procesamiento de muestras biolégicas para microscopia electronica de
transmision (TEM)” desarrollado por la Sra. Marta Gacitia Almuna de la Unidad de
Microscopia Electronica — CESAT, Facultad de Medicina, Universidad de Chile
(Anexo 2).
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Esquema 1. Sitios de toma de muestra en tejido cardiaco de ventriculo izquierdo. A: Corazén aislado en
sistema de perfusion tipo Langendorff. B: Corte para exposicion de las cdmaras ventriculares. C: Corte
longitudinal de ventriculo izquierdo, las lineas azules reflejan las zonas donde se tomaron muestras para
microscopia electronica. D: Cortes longitudinales de las paredes de ventriculo izquierdo. E: Cortes de
cardiomiocito embebidos en solucién de glutaraldehido 3% en buffer fosfato de sodio 0,1 M.

5.6 Microscopia electrénica de transmision

Luego de obtenidas las grillas para TEM y con el objetivo de evaluar la morfologia
celular se utilizd un microscopio, marca FEI modelo Inspect F-50 de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Se visualizaron
cortes de cardiomiocito y se obtuvieron imagenes digitalizadas (fotografias). Se

analizaron en promedio 10 imagenes por corazon.

5.7 Andlisis de la morfologia mitocondrial

El nimero de mitocondrias analizadas fue:
- Grupo control: 3452 mitocondrias (N=3)
- Grupo control con MLN9708: 1749 mitocondrias (N=3)
- Grupo isquemia: 2557 mitocondrias (N=3)
- Grupo isquemia con MLN9708: 2555 mitocondrias (N=3)

Los descriptores de la morfologia mitocondrial (forma y tamafio) se obtuvieron
usando el programa Image J (versién 1,48V, National Institutes of Health, USA)
trazando manualmente el contorno de todas las mitocondrias que se visualizaron

con amplificacion de x12.000 y x20.000.

|60 |61

Utilizando los criterios de Picard et al ® y de Kalkhoran et al >~ para el andlisis

morfolégico de mitocondrias se midieron los siguientes variables:
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Area (um?)

Perimetro (um)

Relacién de aspecto: (eje mayor/eje menor)
Circularidad: (417 x area de superficie) / (perimetro)?

Redondez: 4 x (area de superficie) / (1T x eje mayor?)

Los valores calculados se importaron al Software Microsoft Excel y GraphPad

Prism 5 para el andlisis de los datos.

Para comprender los resultados del analisis de la morfologia de las mitocondrias

es necesario describir brevemente estos pardmetros. Cabe mencionar que la

informacion entregada por los descriptores de forma y tamafio debe analizarse en

sSu conjunto para tener una vision global de los cambios en la morfologia de las

mitocondrias.

Entenderemos como:

Area: Al tamafio de la mitocondria en pm?.
Perimetro: A la suma de todas las longitudes que forman el contorno de la
mitocondria.

Relacion de aspecto: Es la relacion entre el largo maximo y el ancho

maximo, con rangos desde 1 en adelante, siendo el valor 1 la perfecta
proporcionalidad entre su largo y ancho, es decir una mitocondria
completamente circular. Los valores mayores a 1 indican una menor
proporcién entre sus ejes, por tanto representan estructuras mas alargadas.
Circularidad: Es una medida de cercania a un circulo perfecto y va entre los
rangos de 0 a 1, donde valores de O se correlacionan con estructuras
predominantemente longitudinales y aquellos cercanos a 1 con un circulo
perfecto

Redondez: Indica el grado de agudeza de las aristas y angulos que la

conforman. Los valores van en rango de 0 a 1, donde aquellos cercanos a 0
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indican bordes extremadamente agudos y valores cercanos a 1 indican

bordes circulares.

5.8 Procesamiento de los datos

Se calcularon los valores promedios de cada variable por corazon, esto
correspondié al valor de un N muestral. Tamafio muestral N = 3 por grupo
experimental para andlisis por TEM y de N = 4 a 6 para andlisis de funcién

miocardica.

5.9 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio + error medio estdndar (EMS). Para
establecer diferencias entre dos grupos se utilizd6 T-test y para establecer
diferencias en mas de dos grupos se utiliz6 ANOVA de una via seguido de Test de

Tukey como post test. Se considero significativo un p < 0,05
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6. RESULTADOS

6.1- EFECTO DEL INHIBIDOR DEL PROTEOSOMA MLN9708 EN LA FUNCION
CONTRACTIL DE VENTRICULO IZQUIERDO

La Fig.1 muestra el registro en el tiempo de la presion diastolica final de ventriculo
izquierdo (PDFVI) durante 100 minutos. Grupo control (N = 4) en negro, grupo IR
(N =6) enrojoy grupo IR con 0,1 uM de MLN9708 administrado pre isquemia (N =
5) en azul. El registro muestra que la PDFVI ajustada entre 5 — 10 mmHg en el
periodo de estabilizacion comenz6 a subir a los 14 minutos de iniciada la isquemia
(minuto 34 de protocolo), llegando a un méaximo de 55 mmHg a los 20 minutos de
isquemia (minuto 40 de protocolo), para luego disminuir alrededor de 15 mmHg al
final de la isquemia. Al inicio de la reperfusion se produjo un aumento de la PDFVI
hasta 106 mmHg para terminar en 76 mmHg al final de la reperfusion (Fig.1-A). La
perfusion pre isquémica de MLN9708 no redujo el aumento de PDFVI al final de la
isquemia (Fig.1-B), pero si la disminuyo en un 42% al final de la reperfusion (Fig.1-
C). Estos datos sugieren que la inhibicion del proteosoma antes del comienzo de
la isquemia es capaz de reducir parcialmente la hipercontractura ventricular al final

de la reperfusion, contribuyendo a la disminucion del dafio isquémico.
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Figura 1. Presién diastdlica final de ventriculo izquierdo (PDFVI) en presencia y ausencia de 0,1 uM de MLN9708. A:
Registro de la PDFVI durante 100 minutos: 20 minutos de estabilizacion con 10 minutos finales de perfusion de
MLN9708, 30 minutos de isquemia y 50 minutos de reperfusion, en: NEGRO: C, ROJO: IR, en AZUL: IR+MLN9708. B:
PDFVI registrada al minuto 50 de protocolo (final de la isquemia). C: PDFVI registrada al minuto 100 de protocolo (final

de la reperfusién). Valores expresados como promedio + EMS. C: control, I: isquemia, IR: isquemia y reperfusion. 22
*p<0,05vsC. #p<0,05vsIR.
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Figura 2. Presion de desarrollo de ventriculo izquierdo (PDVI) en presencia y ausencia de 0,1 pM de MLN9708. A:
Registro de la PDVI durante 100 minutos: 20 minutos de estabilizacién con 10 minutos finales de perfusion de
MLN9708, 30 minutos de isquemia y 50 minutos de reperfusion, en: NEGRO: C, ROJO: IR, en AZUL: IR+MLN9708. B:
PDVI registrada al minuto 100 de protocolo (final de la reperfusién). Valores expresados como promedio + EMS. C:
control, IR: isquemia y reperfusion. * p< 0,05vs C. #p<0,05vs IR

La Fig. 2-A muestra el registro en el tiempo de la presion de desarrollo ventricular
izquierdo (PDVI) durante 100 minutos de protocolo. Grupo control (N = 4) en
negro, grupo IR (N = 6) en rojo y grupo IR con 0,1 uM de MLN9708 administrado
pre isquemia (N = 5) en azul. Los valores de presion de desarrollo de ventriculo
izquierdo (PDVI) promediaron 90,5+6 mmHg en los corazones controles durante
los 100 minutos de protocolo. Cuando los corazones fueron sometidos a una
isquemia global de 30 minutos estos desarrollaron una severa disfuncion contractil
durante la restauraciéon del flujo, alcanzando apenas 12,2+3 mmHg de desarrollo
de presion al final de la reperfusion, lo que significa una disminucién de un 85% en
la PDVI respecto al periodo de estabilizacion. La perfusion de MLN9708 10
minutos antes de la isquemia produjo una mejora significativa de la PDVI al final
de reperfusion, atenuando la pérdida de contractilidad observada durante la IR
(Fig.2-B). De esta forma el uso del inhibidor del proteosoma permitié que la caida

de PDVI fuera solo de un 51% versus el 85% observado en el grupo IR sin

inhibidor.
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6.2- EFECTO DEL INHIBIDOR DEL PROTEOSOMA MLN9708 EN LA FORMA Y
TAMARNO DE LAS MITOCONDRIAS

Investigamos el efecto del MLN9708 en el tamafo y la forma de las mitocondrias
de corazon en condiciones control e isquemia. Como indice del cambio de tamafio
se utilizé el area y el perimetro mitocondrial; y para investigar la forma se utilizd

circularidad, relacion de aspecto y redondez.

6.2.1.- AREA MITOCONDRIAL

La Fig. 3-A muestra la distribucidon porcentual del area de la poblacién total de
mitocondrias de los cuatro grupos experimentales donde destaca que la mayor
poblacion del grupo control (70,4%) se distribuy6 en un rango de area de 0,2 - 0,4
um?, ademas la curva de distribucién del grupo isquemia (en rojo) se corrié hacia
la derecha respecto al control, lo que se traduce en una mayor cantidad de
mitocondrias con areas mayores al control. La Fig.3-B representa los promedios
de las areas de todas las mitocondrias en los cuatro grupos de estudio.

% de mitocondrias
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Figura 3.A: Distribucién de las mitocondrias por area en los grupos control, control con MLN9708, isquemia
e isquemia con MLN9708. B: Las barras representan el promedio + EMS del area de todas las
mitocondrias. C: Las barras representan el promedio + EMS del porcentaje de mitocondrias que se
encontraron en un rango de area entre 0,2 - 0,4 umz. C: control, I: isquemia, MLN: MLN9708. N=3. *p < 0,05
vs C
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Observamos que el area promedio de las mitocondrias control y control con
MLN9708 fue de 0,41+0,23 y 0,41+0,22 pm? respectivamente, el area promedio
del grupo isquemia fue de 0,80+0,35 pum? diferencia significativa respecto al
control ya que las mitocondrias isquémicas tuvieron un 95% mas de area. El area
de aquellas mitocondrias donde el inhibidor del proteosoma fue administrado antes
de la isquemia fue de 0,54+0,27 um?, es decir, 31% maés area que el control y 33%
menos area que las mitocondrias isquémicas. Sin embargo, no encontramos
diferencias estadisticas respecto al grupo isquemia y control.

La Fig. 3-C muestra el promedio del porcentaje de mitocondrias que estuvieron en
un rango de &area de 0,2 - 0,4 um? el que asumimos como un rango de
mitocondrias funcionales ya que en éste se concentré la mayor poblacién de
mitocondrias del grupo control. El grupo control con el inhibidor del proteosoma
reunié al 70,3% de su poblacién en torno a un rango de area de 0,2 - 0,4 pm?. Sin
embargo, en los corazones sometidos a isquemia observamos que el 22,5% de las
mitocondrias estuvo en el mismo rango de &rea de las mitocondrias control,
diferencia que si fue significativa. El uso del inhibidor del proteosoma previo a la
isquemia determind que el 52,8% de la poblacion de las mitocondrias se
conservara dentro del rango de 0,2 - 0,4 pm?, es decir, cerca de un 30% mas de
mitocondrias que el grupo isquemia sin inhibidor. Sin embargo, no hubo diferencia

respecto al control ni al grupo isquemia.

6.2.2.- PERIMETRO MITOCONDRIAL

La Fig. 4-A muestra un histograma de la distribucion porcentual del perimetro de la
poblacién total de mitocondrias de los cuatro grupos experimentales. El grupo
control tuvo al 60% de su poblacion en un rango de perimetro de 1,5 — 2,5 um. Al
igual que el histograma de area (Fig.3-A), la distribucion del grupo isquemia (en
rojo) mostré una curva de distribucion con una desviacion hacia la derecha
respecto al control (en gris), frente a la administracion de MLN9708 previo a la
isquemia observamos un menor desplazamiento hacia derecha que el grupo
isquemia. El gréfico de barra de la Fig.4-B muestra los promedios de perimetro de

todas las mitocondrias en los cuatro grupos en estudio. El perimetro de éstas en el
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grupo control y control con MLN9708 fue similar; 2,54+0,86 y 2,77+0,83 um
respectivamente, mientras que el perimetro del grupo sometido a isquemia fue de
3,27+0,75 um, es decir, el perimetro fue un 29% mayor, hallando diferencias
estadisticas respecto al grupo control. La administracion de MLN9708 previo a la
isquemia nos permiti6 observar perimetros de mitocondrias de 2,76+0,78 um,
donde no observamos diferencias estadisticas respecto a los grupos control e
isquemia. La Fig.4-C muestra el promedio del porcentaje de mitocondrias que

estuvieron en el rango de perimetro del control: 1,5 - 2,5 um.
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Figura 4.A: Distribucién de las mitocondrias por perimetro en los grupos control, control con MLN9708,
isquemia e isquemia con MLN9708. B: Las barras representan el promedio + EMS del perimetro de todas
las mitocondrias. C: Las barras representan el promedio + EMS del porcentaje de mitocondrias que se
encontraron en un rango de perimetro entre 1,5 — 2,5 um C: control, I: isquemia, MLN: MLN9708.
N=3.*p<0,05vsC.

Como se describio anteriormente, el 60% de las mitocondrias control estuvieron en
este rango, mientras que el grupo control con el inhibidor del proteosoma tuvo al
54,1% en el mismo rango. En los corazones sometidos a isquemia, solamente el
25,5% de las mitocondrias se distribuyé en el mismo rango de perimetro que el
grupo control, no encontrando diferencias estadisticas. El uso del inhibidor del

proteosoma previo a la isquemia determind que el 52,4% de las mitocondrias
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estuviera en el rango perimetro de 1,5 -2,5 um, es decir, cerca de un 27% mas de
mitocondrias que el grupo isquemia sin inhibidor. Sin embargo, esta diferencia no

fue significativa al compararla con el grupo isquemia.

6.2.3.- CIRCULARIDAD MITOCONDRIAL

La Fig. 5-A muestra la distribucién porcentual de la circularidad de la poblacion
total de mitocondrias de los cuatro grupos experimentales. Se aprecia que el grupo
control concentro al 52% de sus mitocondrias en un rango de circularidad de 0,70
— 0,85, mientras que la distribucion del grupo isquemia (en rojo) mostré una curva
de distribucién desviada hacia la derecha respecto al control, haciendo referencias
a mitocondrias mas circulares ya que sus valores bordearon una circularidad de
0,9. Durante la administracion de MLN9708 previo a la isquemia observamos una
menor tendencia de desplazamiento hacia derecha de la curva respecto al grupo
iIsquemia. La Fig.5-B muestra los promedios de circularidad de todas las
mitocondrias en los cuatro grupos experimentales. Observamos que el promedio
de circularidad en las mitocondrias control fue de 0,74+0,15 y de 0,67+0,17 en el
grupo control con MLN9708, en cambio la circularidad promedio de las
mitocondrias sometidas a isquemia fue de 0,89+0,07, siendo 20% mas circulares
lo que fue estadisticamente mayor que el control, lo que refleja mitocondrias
préximas a un circulo perfecto. La circularidad promedio de las mitocondrias con
MLN9708 previo a la isquemia fue de 0,83+0,12, donde no hubo diferencias
respecto a las mitocondrias sometidas a isquemia, ya que solo fueron un 7%
menos circulares. La Fig.5-C muestra el promedio del porcentaje de mitocondrias
qgue estuvieron en un rango de circularidad de 0,70 — 0,85. El 52% de las
mitocondrias del grupo control y el 44,6% de las pertenecientes al grupo control
con el inhibidor del proteosoma estuvieron en este rango. En el grupo isquemia
observamos que el 23,6% de las mitocondrias se encontraban en el rango de
circularidad de 0,70 — 0,85, lo cual fue significativamente diferente respecto al
control. El uso del inhibidor del proteosoma previo a la isquemia determiné que el
37,5% de la poblacion de mitocondrias estuviera en el rango de 0,70 -0,85, es

decir, cerca de un 14% mas de mitocondrias conservaron la circularidad
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caracteristica del control al compararlo con el grupo isquemia. Sin embargo, estos

resultados no mostraron diferencias estadisticas respecto al grupo isquemia.
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Figura 5.A: Distribucién de las mitocondrias por circularidad en los grupos control, control con MLN9708,
isquemia e isquemia con MLN9708. B: Las barras representan el promedio + EMS de la circularidad de
todas las mitocondrias. C: Las barras representan el promedio = EMS del porcentaje de mitocondrias que
se encontraron en un rango de circularidad entre 0,70 — 0,85. C: control, I: isquemia, MLN: MLN9708.
N=3.*p <0,05vsC.

6.2.4.- RELACION DE ASPECTO MITOCONDRIAL

La Fig. 6-A muestra la distribucion porcentual de la relacion de aspecto de la
poblacion total de mitocondrias de los cuatro grupos experimentales. El grupo
control mostré que la mayor poblaciéon (60,3%) se concentré en un rango de
relacion de aspecto de 1,5 — 2,0 expresando una poblacion de mitocondrias mas
oblongas que esféricas. El grupo isquemia exhibié una discreta desviacion de la
curva hacia la izquierda, lo que se traduce en mitocondrias mas esféricas, con
distancias proporcionales en su ancho y largo. Estos resultados refuerzan a los
obtenidos en la Fig.5 donde la circularidad del grupo isquemia fue mayor que la
poblacién control. La Fig. 6-B expresa los promedios de la relacion de aspecto de
todas las mitocondrias en los cuatro grupos experimentales. ElI grupo control

presentan una relacion de aspecto 2,07+0,93 sugiriendo mitocondrias alargadas,
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comportamiento similar observado en las mitocondrias control con MLN9708,
donde la relacion de aspecto promedio fue de 2,42+1,18. El grupo isquemia
promedié una relacion de aspecto de 1,42+0,38 acercandose mas a 1,0 lo que
sugiri6 una mayor proporcionalidad entre ancho y largo. El grupo isquemia con
MLN9708 mostro una tendencia hacia la recuperacion de la forma de mitocondria
promediando una relaciéon de aspecto de 1,74+0,74 lo que no alcanz6 a ser

estadisticamente significativo al compararlo con mitocondrias isquémicas.

La Fig.6-C muestra el promedio del porcentaje de mitocondrias que estan en un
rango de relacién de aspecto de 1,5 — 2,0. Como se describié anteriormente, el
60,3% las mitocondrias del grupo control estuvo en este rango, mientras que el
grupo control con el inhibidor del proteosoma tuvo al 50,1% de su poblacion en el

mismo rango del control.
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Figura 6.A: Distribucién de las mitocondrias por relacion de aspecto en los grupos control, control con
MLN9708, isquemia e isquemia con MLN9708. B: Las barras representan el promedio + EMS de la relacion de
aspecto de todas las mitocondrias. C: Las barras representan el promedio + EMS del porcentaje de
mitocondrias que se encontraron en un rango de relacion de aspecto entre 1,5 — 2,5 um. C: control, I:
isquemia, MLN: MLN9708. N = 3. *p < 0,05 vs C.
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Los corazones sometidos a isquemia mostraron que el 53,4% de las mitocondrias
se distribuyeron en una relacién de aspecto de 1,5 — 2,0. El uso del inhibidor del
proteosoma previo a la isquemia determiné que el 57,4% de la poblacion estuviera
en el rango del control, es decir, cerca de un 4% mas de mitocondrias que el grupo
isquemia sin inhibidor. Sin embargo, no observamos diferencias estadisticas entre

los grupos.

6.2.5.- REDONDEZ MITOCONDRIAL

La Fig. 7-A muestra la distribucién porcentual de la redondez de la poblacion total
de mitocondrias de los cuatro grupos experimentales. El grupo control mostré que
el 52,6% de la poblacién tuvo un rango de redondez de 0,4 — 0,6, mientras que el
grupo isquemia a diferencia del control presentdé un desplazamiento de la
distribucion hacia la derecha, lo que se sugirié mitocondrias con bordes redondos,
complementando los resultados de circularidad y relacién de aspecto que tributan
hacia poblaciones de mitocondrias en isquemia mas circulares y de bordes romos.
La Fig.7-B muestra los promedios de redondez de todas las mitocondrias en los

cuatro grupos experimentales.
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Figura 7.A: Distribucion de las mitocondrias por redondez en los grupos control, control con MLN9708,
isquemia e isquemia con MLN9708. B: Las barras representan el promedio + EMS de la redondez de todas
las mitocondrias. C: Las barras representan el promedio + EMS del porcentaje de mitocondrias que se

encontraron en un rango de redondez entre 0,4 — 0,6. C: control, I: isquemia, MLN: MLN9708. N = 3. *p < 0,05 30
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Las mitocondrias control y control con MLN9708 promediaron una redondez de
0,57+0,23 y 0,51+0,21 respetivamente, mientras que las mitocondrias isquémicas
tuvieron una mayor redondez estadistica de sus bordes: 0,74+0,15. Las
mitocondrias con el inhibidor del proteosoma previo a la isquemia mostraron una
redondez de 0,65+0,18 por lo que no encontramos diferencias respecto al grupo
isquemia. La Fig. 7-C muestra el promedio del porcentaje de mitocondrias que
estan en rango del control (0,4 — 0,6). El grupo control mostr6 que el 52,6% de sus
mitocondrias se distribuy6 en este rango, mientras que el 46% de las mitocondrias
del grupo control con el inhibidor del proteosoma se distribuyé de la misma
manera. El grupo isquemia mostro que el 24, 7% de la poblacion de sus
mitocondrias se encontraba en el rango de redondez de 0,4 — 0,6. El uso del
inhibidor del proteosoma previo a la isquemia determind que el 38,2% de la
poblacién de mitocondrias estuviera en el rango de 0,4 — 0,6, es decir, cerca de un
14% mas de mitocondrias que el grupo isquemia. Sin embargo, no hubo diferencia

estadistica respecto el grupo isquemia.

6.2.6.- IMAGENES DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

En la Fig.8-A y B se muestra una imagen representativa de TEM, correspondiente
a cortes longitudinales de cardiomiocitos de rata adulta de los protocolos
experimentales control y control con MLN9708. En estas imagenes se puede
visualizar que el tratamiento con MLN9708 en ausencia de isquemia no modifico el
tamafio ni la forma de las mitocondrias. Se observan sarcomeros y mitocondrias
ordenadas, estas ultimas con una forma oblonga o alargada, suficientemente
compactas y electrodensas como para no poder visualizar sus crestas
mitocondriales en detalle.

En cambio en la Fig.8-C, grupo isquemia, se observan sarcomeros dafados,
mitocondrias hinchadas con sus membranas externas mal definidas,
evidentemente dilatadas y con desorganizacion de las crestas. En la Fig.8-D,
grupo isquemia con MLN9708, destacan sarcomeros y mitocondrias mas
organizadas, con una estructura menos similar al grupo isquemia y mas

electrodensas.
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Figura 8. Imagenes representativas obtenidas en TEM con magnitud x40.000 de mitocondrias vistas
en cortes longitudinales de tejido cardiaco de rata adulta. A: Control, B: Control con MLN9708, C:
Isquemia, D: Isquemia con MLN9708. Barra: 3um

Asi mismo, la Fig.9 muestra mitocondrias provenientes de un corazon sometido a
30 minutos de isquemia global, en las cuales destacaron algunas observaciones
importantes. En la Fig.9-A se observan dos mitocondrias adyacentes con crestas
mitocondriales simétricas que podrian ser o haber sido parte de un mismo
organelo. La Fig.9-B muestra a una mitocondria teniendo una aparente
constriccién de su parte media, que al igual que la imagen anterior presenta una
amplia dilatacion y desorganizacion en sus crestas, tumefacciéon de la matriz y una
menor electrodensidad del organelo. Estas caracteristicas nos sugirieron estar
visualizando un proceso de fragmentacion mitocondrial.
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Figura 9. Imagenes representativas de mitocondrias obtenidos por TEM a una magnitud x40.000 en
cortes longitudinales de tejido cardiaco de rata adulta sometidos a isquemia global de 30 minutos.
A: Mitocondrias adyacentes con una distribucion similar de sus crestas que sugieren fision mitocondrial.
B: Mitocondria con aparente constriccion de su parte central, sugerente de fision mitocondrial. Barra: 3um

6.2.7.- DENSIDAD POBLACIONAL DE MITOCONDRIAS POR UNIDAD DE AREA

Con las imagenes obtenidas por TEM, se propuso determinar adicionalmente el
namero de mitocondrias totales por unidad de area en los cuatro grupos
experimentales. El objetivo de esta medicion fue determinar lo que ocurre con la
densidad poblacional de las mitocondrias en el tejido cardiaco al final de la
isquemia global. La Fig.10 muestra la densidad promedio de las mitocondrias
intermiofibrilares presentes en cada pm?® La densidad mitocondrial del grupo
control fue de 0,27+0,01 mitocondrias / pm?, el grupo control con MLN9708 tuvo
0,26+0,01 mitocondrias / um?, el grupo isquemia mostré 0,41+0,02 mitocondrias /
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um?y la densidad mitocondrial del grupo isquemia con MLN9708 fue de 0,50+0,02
mitocondrias / pm?. Destaca que al final de la isquemia hubo un aumento
significativo de un 52% en la cantidad de mitocondrias respecto al control y que en
presencia de MLN9708 aumentdé un 85%. Ademas, este Ultimo aumento
significativamente en un 22% el nimero total del mitocondrias al compararlo con el
grupo isquemia. La Fig.11 muestra imagenes de TEM en los cuatro grupos
experimentales donde fue posible observar las variaciones descritas en la cantidad

de mitocondrias por unidad de éarea.
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Fig.10. Densidad de mitocondrias por unidad de &rea en los grupos control, control con MLN9708,
isquemia e isquemia con MLN9708. Las barras representan el promedio + EMS de la densidad de
mitocondrias por unidad de area. C: control, I: isquemia, MLN: MLN9708 *p <0,05vs C, #p<0,05vs .
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Fig.11. Imagenes representativas de la densidad de mitocondrias por unidad de area, obtenidas por TEM
en cortes longitudinales de tejido cardiaco. A: control. B: control con MLN9708. C: isquemia. D: isquemia
con MLN9708. Barra: 3um

6.2.8.- DENSIDAD ELECTRONICA DE MITOCONDRIAS

Las imagenes de microscopia electrénica de las muestras de tejido en corazones
controles, mostraron mitocondrias mas electrodensas que las miofibrillas. Esta
electrodensidad disminuyé cuando el tejido fue sometido a isquemia. Se
observaron mitocondrias mas esféricas, con crestas mas separadas y bien
definidas. Decidimos cuantificar la densidad electrénica y tomamos como
referencia la el sector mas claro de los sarcobmeros (zona |), los resultados se

muestran en la Fig.12.

Nuestros datos muestran que los grupos control con y sin el inhibidor del
proteosoma tuvieron densidades electronicas similares; 1,38+0,30 y 1,23+0,01
respectivamente, estos valores se traducen en que las mitocondrias de ambos

grupos fueron mas electrodensas que sus sarcoOmeros adyacentes. Por el
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contrario, en mitocondrias isquémicas la densidad electronica fue de 0,78+0,07 lo
que significé una disminucién de la electrodensidad de un 40%; el uso de

MLN9708 previo a la isquemia evitd parcialmente esta disminucion (0,99+0,09).
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Fig.12. Electrodensidad mitocondrial en los grupos control, control con MLN9708, isquemia e isquemia
con MLN9708. Las barras representan el promedio + EMS de la electrodensidad. C: control, |I: isquemia,
MLN: MLN9708. N=3. *p<0,05vs C
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7. DISCUSION

Los cambios en la presion diastolica final que se producen por efecto de la
isquemia a nivel miocardico estan ampliamente documentados en la literatura
63862 | os mecanismos que conducen a la hipercontractura masiva de los
cardiomiocitos han sido objeto de una intensa investigacion y uno de los primeros
causantes del dafio isquémico es el desequilibrio i6nico que se instaura cuando
cesa el flujo sanguineo. El aumento sostenido de la concentracion intracelular de
Na®, la acidificacion progresiva del citoplasma y la pérdida progresiva del control
de Ca® intracelular, pueden activar proteasas capaces de degradar proteinas
involucradas en la homeostasis del Ca**, empeorando la situacién. La reperfusion
de las células que se encuentran en esta situacion de riesgo puede precipitar en
un empeoramiento abrupto del control catidénico, contribuyendo ain mas a la
sobrecarga de Na* y Ca*', comprometiendo seriamente la supervivencia del

corazon ©.

Estudios recientes de nuestro laboratorio y publicados por Sanchez et at. 2016 >®
han demostrado que solo la actividad quimotripsina del proteosoma aumenta
durante la isquemia, y que el uso de MLN9708 en concentraciones de 0,1 uM evita
de forma selectiva este aumento de actividad. También sefialan que usando la
misma concentracién del inhibidor del proteosoma se evité la degradacion de
canal de calcio del reticulo sarcoplasmatico (RyR>), quien tiene un rol fundamental
en el control del Ca?" citoplasmatico. Ademas, se redujo significativamente el
tamafo de infarto desde un 40% del volumen ventricular frente a una isquemia
global de 30 minutos a casi la mitad (24+6%). De esta forma la inhibicién del
proteosoma sugiere tener un efecto cardioprotector al evitar la degradacion de
proteinas reguladoras del Ca** (RyRy) intracelular y con ello reducir el impacto de

la IR en la funcién cardiaca.

En nuestro modelo, evidenciamos la hipercontractura del ventriculo izquierdo

usando la presién de fin de diastole (PDFVI) en presencia y ausencia de nuestro
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inhibidor, MLN9708. Nuestros resultados sefialan que la PDFVI no presento
diferencias significativas cuando fue medida al final de la isquemia, por lo que a
pesar de que MLN9708 es capaz de evitar la degradacion de algunas proteinas,
como RyRj, no protege al cardiomiocito de la hipercontractura al final de la

isquemia.

Durante la reperfusion, los corazones mostraron una PDFVI 38% menor cuando
fueron perfundidos con MLN9708 0,1 uM previo a la isquemia. El hecho de que
MLN9708 haya disminuido la hipercontractura del ventriculo izquierdo solo durante
la reperfusion, y no al final de la isquemia, sugiere que el inhibidor del proteosoma
ejerce su efecto cardioprotector evitando la degradacion de otras proteinas
reguladoras de calcio y/o proteinas estructurales importantes para la contractilidad
durante este periodo. Aun no tenemos claridad de qué proteinas podrian estar
sufriendo las modificaciones oxidativas en donde MLN9708 interviene para

atenuar el dafio contractil del ventriculo izquierdo.

Durante la isquemia, la hipoxia reduce drasticamente los niveles de ATP,
perjudicando seriamente la homeostasis de gradientes idnicos fisiol6gicos, el
volumen celular y la separacién mecanica del complejo actina-miosina, alterando
el equilibrio de la relacion miocardica lo que contribuye al incremento de la tensién
diastélica . Otra condicién que podria explicar la hipercontractura al final de la
isquemia y que al parecer no estuvo bajo el control MLN9708, es un aumento en la
rigidez de la proteina titina provocado por la isquemia. Esta proteina se extiende
por el sarcomero desde el disco Z hasta la linea M y funciona como un resorte
molecular bidireccional, responsable del retroceso elastico precoz y de la
distensibilidad tardia cuando los sarcémeros estan alargados durante la diastole
6465 Estudios han mostrado que una titina mas rigida, por cambios
conformacionales durante la isquemia, se relaciona directamente con el aumento

de la rigidez de los cardiomiocitos con disfuncién diastdlica ®®°’.
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El estudio de la forma y tamafio de las mitocondrias como descriptores de la
morfologia, podrian permitir el estudio del efecto cardioprotector del uso de
MLN9708. La literatura describe valores de area mitocondrial de 0,51 ®* y 0,31
um? % | en modelos similares a los nuestros, obtenidos por microscopia
electronica de transmision (TEM). Nuestros datos en ratas controles promediaron
un area de 0,41+0,23 pm?, lo cual concuerda con la literatura, al igual que las

otras variables estudiadas.

Los datos publicados en morfologia mitocondrial en cardiomiocitos al final de la
isquemia son escasos, la mayoria describe los efectos después de isquemia y
reperfusion. Recientemente Kalkhoran et al., 2017 ! describieron los efectos de
una isquemia de 30 minutos en la morfologia de las mitocondrias, analizando las
mismas variables de forma y tamafio que utilizamos en nuestro modelo, pero en
raton. En este sentido, obtuvimos resultados coincidentes en cuanto a un cambio
de forma de las mitocondrias isquémicas expresando un fenotipo més circular, de
bordes redondos y con distancias proporcionales entre su ancho y largo maximo
(relacidon de aspecto). Sin embargo, nuestro datos indicarian ademas mitocondrias
mas grandes por cuanto observamos un aumento de area y perimetro, condicion

gue no fue descrita en el estudio de Kalkhoran et al.

El aumento de volumen mitocondrial se relaciona con una importante alteracion de
la permeabilidad de sus membranas, generando gran tumefaccién o hinchazén
que separa y desorganiza las crestas mitocondriales, dafiando la cadena
transportadora de electrones y con ello disminuyendo la fraccién de sustratos
oxidados por disipacion del potencial de membrana, perjudicando la produccion de
ATP.

Resultados de nuestro laboratorio, expresados en la Figura 13, mostraron que tras
una isquemia global de 30 minutos ocurre una reduccién significativa del potencial
de membrana y consumo de oxigeno mitocondrial, ademas de una gran liberacién
de citocromo c. Estos eventos sugieren fuertemente que el organelo, en estas
condiciones, pierde su capacidad intrinseca como motor generador de ATP y por
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lo tanto cesan las funciones metabolicas dependientes de él. Con la
administracion de MLN9708 en concentraciones de 0,1 pM se pudo suprimir la
liberaciobn de citocromo c y atenuar la caida en el potencial de membrana y
consumo de oxigeno, escenario que resulta favorable para la funcionalidad del

organelo.
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Fig.13. Efecto del inhibidor del proteosoma MLN9708 el metabolismo mitocondrial. A: Potencial
de membrana mitocondrial. B: Consumo de oxigeno mitocondrial. C: Liberacion de citocromo c.
C: control, I: isquemia, IR: isquemia y reperfusiéon. Valores expresados en promedio + EMS.
*p < 0,05 vs control # p < 0,05 vs isquemia sin tratamiento. DATOS NO PUBLICADOS

Algunos estudios destacan que no todas las mitocondrias presentan las mismas
alteraciones morfologicas y que los cambios en los diferentes subtipos de
mitocondrias cardiacas pudiesen estar influenciados por su ubicacion regional %%,
Las diferencias estructurales y metabdlicas entre los subtipos de mitocondrias
parecen mediar la respuesta tanto al insulto isquémico como a las estrategias
cardioprotectoras realizadas ®*. Se ha descrito que la induccién de una isquemia
global en corazones de conejo puede obstaculizar la fosforilacion oxidativa de
mitocondrias subsarcolemales mientras que las mitocondrias intermiofibrilares
parecen no verse afectadas °°. También se ha descrito que las mitocondrias
subsarcolemales de ratas macho exhiben una menor fosforilaciéon oxidativa y una
reduccion de la oxidacion de NADH después de una IR y que solo las mitocondrias

perinucleares muestran una hinchazén significativa después de la isquemia >,

40



Estos datos indicarian la importancia de la morfologia y las propiedades Unicas de

los distintos subtipos de mitocondrias en la funcion de las células.

La premisa de que el estado morfolégico de las mitocondrias dentro de las células

estd directamente relacionado con su funcion 27

pareciera tener sentido
considerando que la isquemia induce en los miocitos ventriculares una
desregulacién del manejo del Ca®" intracelular y una disipacién del potencial de
membrana mitocondrial, pudiendo aumentar la permeabilidad de sus membranas,
teniendo como consecuencia mitocondrias mas grandes y esféricas. Por lo tanto,
es de suponer que dichos cambios en forma y tamafio pudiesen estar

relacionados con cambios en la dinamica y funcionalidad de las mitocondrias.

En nuestro modelo, al final de la isquemia fue posible encontrar mitocondrias mas
grandes y esféricas, con una menor funcionalidad por cuanto disminuye su
potencial de membrana y consumo de oxigeno, ademas de aumentar la liberacién
de citocromo c. Con el uso del inhibidor del proteosoma pese a poder atenuar el
detrimento funcional generado por la isquemia no fue posible observar cambios
significativos en forma y tamafo, probablemente por el reducido tamafio muestral
(N=3), es posible que la morfologia de la mitocondria no esté reflejando
cabalmente el debacle bioquimico que precede a la muerte celular.

Para responder a esta interrogante sobre morfologia y funcion mitocondrial, nos
planteamos registrar la densidad electronica de las imagenes obtenidas en TEM.
La densidad electrénica de una estructura observada en TEM depende de varios
factores, los principales son; del grosor de la muestra, de la calidad de la fijacion,
de la presencia de artefactos como precipitados y de las propiedades del haz de
electrones que llegan a la muestra. Una imagen serd mas electrodensa cuanto
mas sea el grado de dispersion de los electrones incidentes en la muestra, lo que
esta directamente relacionado con mitocondrias mas compactas y funcionales.
Nuestros datos en mitocondrias isquémicas expresaron una menor densidad

electrénica, al ser menos densas Y llenas agua por la tumefaccion y aumento en la
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permeabilidad de sus membranas, lo que se relaciona directamente con los datos

del laboratorio respecto a metabolismo mitocondrial.

Resulta interesante determinar si el aumento de tamafio y forma de las
mitocondrias en isquemia corresponde a una tumefaccion o hinchazon del
organelo, o a un proceso de fusion de mitocondrias adyacentes. En nuestro
modelo observamos un aumento en el nimero de mitocondrias intermiofibrilares
por um? al final de la isquemia (Fig.10-11), lo que sugiere una mayor densidad
poblacional por fragmentacién o fisibn mitocondrial, hallazgo documentado en

varios estudios "47°.

Lo particular, fue que en aquellos corazones tratados con
MLN9708 0,1 uM observamos un aumento significativamente mayor en el nUmero
de mitocondrias por unidad de &rea comparado tanto con el grupo control como
con el grupo isquemia sin tratamiento, sugiriendo que la inhibicion del proteosoma
podria estar promoviendo la fragmentacion de mitocondrias. En este sentido, con
nuestros datos podriamos afirmar que los cambios en forma y tamafio observados
al final de la isquemia corresponderian a una tumefaccion del organelo, asociado

ademas a una fragmentacion mitocondrial.

Desconocemos cuales serian los mecanismos por los que el inhibidor del
proteosoma estaria potenciando la fragmentaciéon mitocondrial. Sin embargo, y en
base a resultados obtenidos en nuestro laboratorio sobre mejoras importantes en
la funcionalidad, es posible que este inhibidor proteja a las mitocondrias desde la
vereda metabdlica-funcional, prueba de esto seria la recuperacion de la funcion
contractil del ventriculo izquierdo. Estos resultados no tuvieron un reflejo en los

cambios morfologicos del organelo.

Es ampliamente sabido que los mecanismos encargados del control de calidad de
proteinas dafiadas durante la isquemia son basicamente la via autofagica y la via
UPS 77, cuando en isquemia la actividad global del proteosoma disminuye y sélo
aumenta su actividad quimotripsina *® las proteinas ubiquitinadas superan la
capacidad de degradacion del proteosoma y la autofagia se activa, funcionando

para eliminar parcialmente el exceso de proteinas ubiquitinadas citotoxicas. El
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aumento de la fisién de los organelos da lugar a numerosos organelos mas cortos
y no conectados, cominmente denominados "mitocondrias fragmentadas" "©"".
Ademas, se acepta generalmente que el aumento de la conectividad mitocondrial
producido por una mayor tasa de fusion o menor fisién representa una condicion
mas fisiologica y que una menor conectividad o fragmentacion provocada por el
aumento de la fisién o alteracion de la fusion es una condicidn patoldgica. En otras
palabras, la fusibn mitocondrial es 'buena’, pero la fision mitocondrial es 'mala’. La
idea de que las mitocondrias fragmentadas son perjudiciales probablemente derive
de observaciones donde las redes de mitocondrias experimentan una disolucion
mediada por fisibn durante la apoptosis, relacionando el proceso de fision
mitocondrial con la muerte celular programada ‘2. En consonancia con esta idea,
la inhibicién de la fisidbn podria proteger contra lesiones cardiacas después de un
dafio isquémico "%,

La evidencia recabada sugiere que la proposicion de que la fusion mitocondrial es
'‘buena'’ y la fision es 'mala’ es una simplificacion excesiva y que la muerte celular
vinculada a la fision mitocondrial es contextual. En apoyo a esta idea, las
mitocondrias normales de los cardiomiocitos adultos estan intrinsecamente
fragmentadas en comparacion con otras células, es decir, son tipicamente
pequefias (relacién de aspecto ~ 1,5) y no conectadas en redes . Pese a ello,

son altamente eficientes para el desarrollo de la funcién cardiaca normal.

Nuestro analisis lo llevamos a cabo en microscopia electronica de transmisién. Sin
embargo, ya que la técnica utiliza un perfil seccionado en 2D de un corte aislado
de tejido cardiaco, ésta no permite apreciar el volumen ni la tridimensionalidad del
organelo, caracteristicas importantes para hablar de densidad poblacional. La

mayoria de los estudios 8%

gue describen densidad poblacional mitocondrial lo
hacen en cultivos celulares por medio de microscopia confocal en combinacion
con marcadores fluorescentes especificos de membrana que permiten realizar un
analisis tridimensional de cuantificacién y analisis volumétrico de la densidad del
organelo. Sin embargo, en la Fig.9 fue posible observar en isquemia a

mitocondrias con una amplia dilatacion de sus crestas y pobre electrodensidad
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teniendo una aparente constriccion de su parte media. Caracteristicas que

sugieren estar frente a la fragmentacion de la mitocondria.

Por lo tanto, en nuestro modelo al final de la isquemia fue posible encontrar
mitocondrias mas grandes y esféricas, con una mayor densidad poblacional por
unidad de area y con menor electrodensidad y funcionalidad segun datos del
laboratorio. Estos cambios en lo microscopico se relacionan bastante bien con una

pérdida importante de la funcionalidad contractil del ventriculo.

Con el uso del inhibidor del proteosoma si bien fue posible atenuar el detrimento
funcional generado por la isquemia (Fig.13) no fue posible observar cambios
significativos en la morfologia, la densidad poblacional y en la electrodensidad
mitocondrial. Sin embargo, fue posible atenuar la disfuncion contractil observada al
final de la reperfusion, motivo por el creemos que la cardioproteccion mediada por
MLN9708 no esta relacionada con proteinas que determinen aspectos
morfolégicos de la mitocondria. De esta forma, es posible que las caracteristicas
morfolégicas no reflejen cabalmente el debacle bioquimico que ocurre al interior

del organelo y que precede a la disfuncion ventricular y muerte celular.

En la tabla siguiente (Tabla 1) se resumen los resultados obtenidos para los

distintos pardmetros, en los distintos grupos experimentales.

Control Control + MLN9708 Isquemia Isquemia + MLN9708
Area (um?) 0,41+0,23 0,41+0,22 0,80+0,35* 0,54+0,27
Perimetro (um) 2,54+0,86 2,77+0,83 3,27+0,75* 2,760,78
Circularidad 0,7440,15 0,67+0,17 0,89+0,07* 0,830,12*
Relacion de aspecto 2,070,93 2,42+1,18 1,42+0,38* 1,74+0,74
Redondez 0,57+0,23 0,51+0,21 0,74+0,15* 0,65+0,18*
Densidad celular de
mitocondrias intermiofibrilares | 0,27+0,01 0,26+0,01 0,41+0,02* 0,50+0,02*#
(mitocondria/ pm?)
Electrodensidad 1,38+0,30 1,23+0,01 0,78+0,07* 0,99+0,09
(mitocondria/sarcémero)

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos en las variables de morfologia mitocondrial: tamafio (area y
perimetro) y forma (circularidad, relacion de aspecto y redondez). Densidad celular de mitocondrias y
Electrodensidad para los cuatro grupos experimentales. Resultados expresados como promedio + desviacion
estandar. * p < 0,05 vs grupo control; # p < 0,05 vs grupo isquemia
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8. CONCLUSION

Los resultados sugieren que las mitocondrias se fragmentaron durante la
isquemia, aumentando la tasa de fision mitocondrial. La administracion pre
isquémica de MLN9708 no evité el aumento de la fisiébn. Sin embargo, MLN9708
protegi6 parcialmente la organizacibn de la matriz mitocondrial, el
empaquetamiento de las crestas mitocondriales, esto se evidencid en la menor
perdida de la electrodensidad de las mitocondrias en las imagenes obtenidas por
TEM. Ademéas, MLN9708 protegié parcialmente de la disfuncién contractil de

ventriculo izquierdo observado solo al final de la reperfusion.
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9. ANEXO 1

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE BIOETICA SOBRE
INVESTIGACION EN ANIMALES

CERTIFICACION

Este Comité, certifica que en el Proyecto de Investigacion titulado: “Effect of proteasome
inhibition on the content of mitofusins 1 and 2 and the preservation of mitochondrial
Junction following cardiac ischemia-reperfusion” cuya investigadora responsable es la
Dra. Gina Sdnchez Vergara, no se plantean acciones que contravengan las normas
Bioéticas bésicas de Mancjo y Cuidados de los animales a utilizar en los procedimientos
experimentales planificados (Protocolo CBA#541 FMUCH).

La Dra. Sénchez se ha comprometido a mantener los procedimientos experimentales
planteados en el Protocolo de trabajo y a no realizar ninguna modificacion sin previa
informacion y posterior aprobacién por parte de este Comité.

Se otorga la presente certificacion por el tiempo que dure la realizacion del proyecto
enviado al concurso FONDECYT Regular 2013.

£l Comité de Bioética sobre Investigacién en Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de
Chile estd constituido por nueve miembros con experiencia en el manejo y mantencion de
animales: 2 veterinarios, 6 académicos de diversas disciplinas y una periodista de esta Facultad, El
certificado que emite el Comité procede de la aprobacion del “PROTOCOLO DE MANEJO Y
CUIDADOS DE ANIMALES DE LABORATORIO” (www.med.uchile.ct/normas/indice.html) después de
un estudio acucioso por todos sus miembros y de la acogida de los investigadores o jefes de
Bioterios, de las observaciones exigidas por el Comité.

Dr. Carl alenzuela Y.
Presidente

Santiago, 20 de Agosto de 2012.



ANEXO 2

Prof. Marta Gacitua Almuna
Unidad de Microscopia Electronica - CESAT
Universidad de Chile

1. Fijacién en Glutaraldehido 3% en buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,3.
2. Lavados 3 X 10 minutos en buffer fosfato de sodio.

3. Post fijacion en tetroxido de osmio 1% por 1 hora a temperatura ambiente
(17°C).

4. Lavados 3 X 10 minutos en buffer fosfato de sodio.

5. Deshidratacion en alcoholes (etanol) graduados: 30% — 50% — 70% — 90% —
96% por 7 minutos cada uno, 2 x 100% etanol y 2 cambios en acetona pro
analisis 10 minutos cada uno.
6 .Impregnacion Epon 812: Acetona 1:1 3h

3:1 8h

Epon solo 8h
7. Inclusién en Epon

8. Polimerizacion por 48 horas a 70 °C.

9. Realizacién de cortes de 1 um tefiidos con azul de toluidina 1% en borato de

sodio 1% para localizar area de corte fino. Ultramicr6tomo Sorvall Porter Blum.

10. Cortes finos de 600 A° recogidos en grillas de cobre de 200 mesh, tefiidos con

tincion doble de acetato de uranilo y plomo.

11. Observacion en TEM.
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