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RESUMEN

La endonucleasa G (ENDOG) es una nucleasa mitocondrial especifica de
ADN/ARN que se expresa de forma ubicua, y que parece estar implicada en procesos de
recombinacion y de degradacion del ADN independiente de caspasas. Estudios de
genomica funcional han permitido establecer una asociacion entre la hipertrofia
cardiaca independiente de la presién arterial y la falta de ENDOG. Resultados anteriores
publicados por nuestro grupo demostraban que la deficiencia en ENDOG induce un
aumento en la produccién de radicales libres del oxigeno (ROS) y en el tamaiio de los
cardiomiocitos /n vivo e in vitro; sin embargo, todavia no se ha esclarecido la
sefializacion que conduce a este crecimiento anormal de los miocitos en ausencia de
ENDOG. Debido a que el corazdn responde a la pérdida de cardiomiocitos induciendo
una hipertrofia en las células restantes, pensamos que el aumento de tamafo de los
cardiomiocitos en los corazones Endog ”~ podia ser debido a un menor nimero de
células. En este estudio demostramos que los corazones neonatales de ratones
Endog 7" estan formados por un menor niimero de cardiomiocitos de mayor tamafio
respecto a los corazones de tipo salvaje, y presentan una expresion disminuida de
genes implicados en la replicacién del ADN vy la divisién celular, que se asocia a una
reducida capacidad proliferativa de los cardiomiocitos £ndog " durante el desarrollo
del corazén. También demostramos que ENDOG es necesaria para la proliferacién /n
vitro de células de roedores y humanas, incluidas lineas celulares tumorales, en las que
la falta de ENDOG restringe su capacidad para generar tumores /n vivo. El aumento en
la produccion de ROS en células deficientes en ENDOG sugiere que éstas podrian
mediar en el rol que ENDOG ejerce sobre el crecimiento y la proliferacién celular. La
neutralizacion de ROS reduce el crecimiento anormal de los cardiomiocitos neonatales,
y recupera parcialmente la proliferacion en células de roedores y humanas con una
reducida expresion de ENDOG /n wvitro. Por esta razén, nos hemos centrado en la
identificacién de los mediadores y reguladores que influyen en la produccion de ROS en
ausencia de ENDOG. Las mitocondrias aisladas de corazones Fndog " tienen una
reducida capacidad de sintesis del ADNmit, y los fibroblastos embrionarios £ndog ”" no
consiguen recuperar los niveles normales de ADNmit tras un proceso de deplecion
transitoria con bromuro de etidio (BrEt), lo que sugiere una disminucién de la
replicacion del ADNmit debido a la falta de ENDOG; asimismo, en células Rho(0) que

carecen de ADNmit la ausencia de ENDOG no dificulta la proliferacién celular,



confirmando su funciéon en la replicacion del ADNmit por encima de los efectos
observados sobre la proliferacion celular. En conjunto, nuestros resultados demuestran
que ENDOG es necesaria para la replicacién del ADNmit, influyendo en la produccién
mitocondrial de ROS vy la sefializacidon dependiente de ROS para regular la proliferacion
y el crecimiento en cardiomiocitos, asi como en otros tipos celulares, contribuyendo al

desarrollo de los tejidos y el crecimiento tumoral.
RESUM

La endonucleasa G (ENDOG) és una nucleasa mitocondrial especifica
d’ADN/ARN que s'expressa de manera ubiqua i sembla que esta implicada en processos
de recombinacié i de degradacié de I'ADN independent de caspases. Estudis de
genomica funcional han permeés establir una associacié entre la hipertrofia cardiaca
independentment de la pressié arterial i la manca d'ENDOG. Resultats anteriors
publicats pel nostre grup demostraven que la deficiencia d'/ENDOG indueix un augment
en la produccio6 de radicals lliures d'oxigen (ROS) i de la mida dels cardiomiocits /n vivoi
in vitro; no obstant, encara no esta clara la senyalitzaci6 que comporta aquest
creixement anormal dels miocits en abséncia d'ENDOG. Degut a que el cor respon a la
perdua de cardiomiocits induint hipertrofia en les cél-lules restants, creiem que
I'augment de mida dels cardiomidcits en els cors £ndog ”” podria ser degut a un menor
nombre de cellules. En aquest estudi demostrem que els cors neonatals de ratolins
Endog 7" estan formats per un menor nombre de cardiomiocits de major grandaria
respecte als cors de tipus salvatge, i presenten una expressié disminuida de gens
implicats en la replicacid de I'ADN i la divisi6 cellular que s'associa a una reduida
capacitat proliferativa dels cardiomiocits £ndog 7" durant el desenvolupament del cor.
També demostrem que ENDOG és necessaria per la proliferacié /in vitro de cél-lules de
rosegadors i humanes, incloses linies cel-lulars tumorals, en les quals la manca d'ENDOG
restringeix la capacitat per generar tumors /n vivo. L'augment en la produccié de ROS
en cellules deficients en ENDOG suggereix que aquestes podrien estar implicades en el
rol d'ENDOG en el creixement i la proliferacié cellular. La neutralitzacié de ROS redueix
el creixement anormal dels cardiomiocits neonatals i es recupera parcialment la
proliferacié en cel-lules de rosegadors i humanes amb una expressio reduida d'ENDOG
in vitro. Per aquesta rad, ens hem centrat en la identificacié dels mediadors i reguladors

que influeixen en la produccié de ROS en abséncia d'ENDOG. Les mitocondries aillades



de cors Endog ” tenen una reduida capacitat de sintesi del ADNmit, i els fibroblasts
embrionaris £ndog " no aconsegueixen recuperar els nivells normals de ADNmit
després d'un procés de deplecid transitoria amb bromur d'etidi (BrEt), el que suggereix
una disminucié de la replicaci6 d’ADNmit degut a la manca d’'ENDOG; aixi mateix, en
cél-lules Rho(0) que no tenen ADNmit la falta d'ENDOG no dificulta la proliferacié
celular, confirmant la seva funcié en la replicacié de 'ADNmit per damunt dels efectes
observats sobre la proliferacié cel-lular. En conjunt, els nostres resultats demostren que
ENDOG és necessaria per la replicacié de 'ADNmit, influint en la produccié mitocondrial
de ROS i la senyalitzacié dependent de ROS per regular la proliferacio i el creixement en
cardiomiocits, aixi com en altres tipus cel-lulars, contribuint al desenvolupament dels

teixits i el creixement tumoral.
ABSTRACT

Endonuclease G (ENDOG) is a mitochondrial DNA/RNA-nuclease ubiquitously
expressed, which may be involved in DNA recombination and caspase-independent
DNA degradation. Functional genomics established an association between blood
pressure-independent heart hypertrophy and the lack of ENDOG. QOur previous results
showed that ENDOG deficiency increases oxygen free radical production (ROS) and
induces cardiomyocyte enlargement /n vivo and /n vitro. However, the signaling leading
to abnormal myocyte growth in the absence of ENDOG has not been yet elucidated.
Because the heart responds to the loss of cardiomyocytes by inducing hypertrophy of
the remaining cells, we speculated that the increased cardiomyocyte size in Endog
hearts could be due to a reduced number of cells. Indeed, we found that hearts of
neonatal £ndog 7 deficient mice had fewer and bigger cardiomyocytes than wild type
hearts with a decreased expression of genes involved in DNA replication and cell
division, which means a reduction in £ndog ” cardiomyocyte proliferation during heart
development. We also found that ENDOG is required for cell proliferation of other
rodent and human cells, including tumor cell lines, in which ENDOG deficiency restrains
their capacity to generate tumors /n vivo. Increased ROS production in ENDOG deficient
cells suggested that ROS could mediate ENDOG roles in cell growth and proliferation.
ROS scavenging reduced abnormal growth of neonatal cardiomyocytes and partially
recovered the proliferation of rodent and human cells with reduced ENDOG expression

in vitro. For this reason, we focused on identifying the mediators and regulators



influencing ROS production in the absence of ENDOG. Isolated Endog ” cardiac
mitochondria had reduced capacity to synthesize mtDNA and Endog 7~ embryonic
fibroblasts fail to recover normal mtDNA levels after a transient depletion with ethidium
bromide (Brkt), which suggested a reduced mtDNA replication due to lack of ENDOG;
likewise, in Rho (0) cells lacking mtDNA the absence of ENDOG does not hinder cell
proliferation, confirming that its function in mtDNA replication is upstream of the
effects on cell proliferation. Together, our results show that ENDOG is required for
mtDNA replication influencing mitochondrial ROS production and ROS-dependent
signaling to control proliferation and growth in cardiomyocytes and other cell types,

contributing to tissue development and tumor growth.
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1. Anatomia y fisiologia del corazén

1.1. Estructura y funcioén del corazén

El corazon es el érgano principal del sistema circulatorio y su importancia es tal
gue es uno de los primeros 6rganos en formarse y empezar a ejercer su funcion, ya que
es el encargado de bombear la sangre a todos los rincones del organismo a través de
los vasos sanguineos.

El corazdn estd situado dentro de un saco fibroseroso que lo envuelve, el
pericardio, el cual impide que se desplace de su posicién y que al mismo tiempo tenga
la suficiente libertad para que se pueda contraer. La capa més externa del corazén, el
epicardio, esta en contacto directo con el pericardio visceral. El epicardio se compone
de mesotelio y tejido conectivo delgado, que confiere textura lisa y resbaladiza a la
superficie externa. El miocardio o capa muscular intermedia consta de haces
entrelazados de fibras musculares cardiacas y es, por tanto, la que le confiere la
capacidad de contraccion al corazén. Por Ultimo, la capa interna o endocardio reviste las
cavidades del corazon, cubre las valvulas y se continla con la membrana de
revestimiento de los grandes vasos sanguineos’.

A nivel celular, el corazdn estd formado por diferentes tipos celulares que
contribuyen a las propiedades estructurales, bioquimicas, mecanicas y eléctricas del
mismo. De entre ellos destacan los cardiomiocitos, que ocupan la mayor parte del
volumen tisular y, sin embargo, contribuyen sélo al 30% del nimero total de células. Los
cardiomiocitos se pueden clasificar en dos grupos: los auriculares y ventriculares,
responsables de la contraccion muscular, y los de conduccién y excitacion, fibras de
Purkinje y células nodales que forman el haz de His y los nédulos sinoauricular y
auriculoventricular respectivamente, especializados en conducir el potencial de accion y
excitar a los cardiomiocitos anteriores. EIl 70% de células restantes corresponde a
fibroblastos cardiacos, la inmensa mayoria, asi como a células endoteliales que forman
el endocardio, las valvulas cardiacas y los conductos sanguineos, y células del musculo
liso que contribuyen al sistema vascular de entrada y salida del corazon, y a las arterias
coronarias? (figura 1).

El corazén estd formado por cuatro cdmaras huecas: dos ventriculos y dos
auriculas. Los primeros sirven para expulsar la sangre fuera del corazén a través de las
arterias; las Ultimas, para recibirla desde las venas. El corazdn presenta bilateralidad, de
forma que tiene una auricula y un ventriculo a la derecha, y otro par de cdmaras a la

izquierda. El ventriculo y la auricula de cada lado estdn comunicados por valvulas que



permiten el paso de la sangre, mientras que las partes situadas a la izquierda y derecha
del corazdén no se comunican, estando separadas por una pared muscular denominada

septo? (figura 1).

Células del musculo liso
Vena cava @& :
superior £ / o——

el
Vena
pulmonar

Células endoteliales

i r—

Células del epicardio

i r—

Auricula
Células nodales

Células de Purkinje

/“}i
Figura 1: Estructura del corazén. Corte transversal de un corazén donde se muestran las diferentes partes del

mismo y los tipos celulares que lo forman'.

El corazdn funciona como dos bombas separadas, una derecha que impulsa la
sangre hacia los pulmones, y una izquierda que la impulsa hacia los érganos periféricos.
La sangre accede al corazon por la auricula derecha desde las venas cavas inferior y
superior, después de pasar por todo el cuerpo oxigenando los tejidos y érganos. A
través de la vélvula tricispide, la sangre pasa al ventriculo derecho, desde donde es
bombeada a la arteria pulmonar hacia los pulmones. Alli, la sangre descarga el diéxido
de carbono procedente del metabolismo celular y se carga de oxigeno, volviendo al
corazén a través de las cuatro venas pulmonares, para desembocar en la auricula
izquierda. La sangre ahora pasa al ventriculo izquierdo a través de la valvula mitral. El
ventriculo izquierdo es considerado la camara principal y se encarga de impulsar la
sangre, que saldra por la valvula adrtica hacia la aorta, con suficiente fuerza para que
circule por todo el cuerpo’.

La clave de esta circulacion de la sangre a través de las cdmaras cardiacas es la
existencia de movimientos ritmicos y automaticos de contraccién y relajacién, llamados
sistole y diastole. Durante la sistole, los ventriculos se contraen, reduciendo su tamafio y
volumen, por lo que la sangre contenida en ellos saldra hacia sus respectivas arterias; la
diastole, por el contrario, consiste en una relajacion del musculo cardiaco o miocardio,

que provoca un aumento de volumen acompafado de una caida de la presion. Esto
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hace que la sangre que hay en las auriculas tienda a pasar libremente hacia los
ventriculos para igualar la presion entre ambas camaras, llenando otra vez los

ventriculos y reiniciando de nuevo el ciclo’.

1.2. Estructura del cardiomiocito y musculo cardiaco

Latir es una funcidén propia del corazon, y se debe a células altamente
especializadas, los cardiomiocitos, capaces de generar un impulso eléctrico que se
distribuye por todo el musculo cardiaco causando su contraccion.

Los cardiomiocitos son células grandes, de unas 25um de didmetro y 100um de
longitud, formados por numerosas miofibrillas, que son largas cadenas de proteinas
contractiles compuestas por filamentos gruesos de miosina (bandas A) y filamentos
delgados de actina (bandas I) que se superponen. A estas cadenas se asocian un
conjunto de proteinas, como troponina y tropomiosina entre otras, que participan en el
proceso de contraccion muscular, y son esenciales para regular el espaciamiento, unién
y alineaciéon precisa de los miofilamentos, constituyendo asi los sarcomeros. El
sarcomero es, por tanto, la unidad funcional contractil de la célula* (figura 2a y 2c).

A primera vista parece que los cardiomiocitos formen un sincitio, sin embargo,
no hay continuidad entre los sarcoplasmas de dos células ya que éstas estan separadas
por una estructura compleja de union llamada disco intercalar. Este disco esta ubicado a
nivel de las lineas Z y permite que las corrientes que se generan en una célula se
propaguen a la siguiente. Por esta razon a pesar de que el miocardio no es un sincitio, si
se comporta como tal (figura 2b).

La membrana del cardiomiocito llamada sarcolema, presenta invaginaciones en
forma de dedo que se adentran profundamente hacia el interior de la célula formando
los tdbulos T. La funcion de los tlubulos T es ampliar la superficie de contacto del
exterior e interior celular, a fin de facilitar que los intercambios i6nicos a través de la
membrana se produzcan rapida y sincronicamente. Es por ello que estadn en contacto
intimo a través de unas invaginaciones saculares llamadas cisternas terminales con el
reticulo sarcopladsmico (RS), que es una red tubular en el interior de la célula cuya
mision es el almacenamiento de Ca?* y su liberacion durante la contraccion muscular®
(figura 2d y 2e).

Este proceso de contraccién se desencadena al producirse cambios de potencial
de accion en la membrana del cardiomiocito, que provocan la apertura de canales de

calcio de tipo L sensibles a voltaje (LTCC). La entrada de Ca®* en la célula es rapida y con
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un flujo bajo, lo que causa una activacion de los receptores de rianodina (RyR2) que se
encuentran en la membrana del reticulo sarcoplasmico (RS). Esta activacién resulta en
una salida masiva de Ca’* desde el RS hacia el citoplasma, aumentando su
concentracion intracelular en 100 veces y provocando una serie de cambios
conformacionales en la troponina que permite que la miosina, previa hidrdlisis del ATP,
se deslice sobre la actina, acortando asi la fibra muscular. El proceso termina mediante
lo que se denomina “relajacion activa”: la ATPasa de Ca?* del RS (Serca2) transporta el
Ca’* de nuevo al RS mediante hidrélisis de ATP, descendiendo la concentracién

citosélica de este i6n a niveles de reposo™®.
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Figura 2: Estructura del musculo cardiaco’. (A). Dibujo de la seccién transversal del miocardio donde se aprecia la
posicién central de los nucleos en las células cardiacas. (B). Representacion de la conectividad entre sarcoplasmas
de dos cardiomiocitos. (C). Organizacién basica de un sarcomero donde se muestra la ubicacion centralizada de la
miosina (banda A) y la actina (banda I). (D). Disposicion del reticulo sarcoplasmico y tubulos T en las miofibrillas

cardiacas. (E). Dibujo de la seccién longitudinal en la zona de contacto entre un tabulo Ty el reticulo sarcoplasmico.
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Desde el punto de vista estructural, el misculo cardiaco es un musculo estriado
con caracteristicas funcionales que lo colocan entre el musculo esquelético y el misculo
liso. Se trata de un tejido muscular de contraccién involuntaria y ritmica, cuyas fibras
presentan en su citoplasma una estriacién transversal y se bifurcan formando una red
tridimensional compleja.

Existen dos tipos de fibras cardiacas: conductoras y contractiles. Las fibras
conductoras se encargan de la conduccion de los impulsos nerviosos y se localizan en
los nddulos sinoauricular y auriculoventricular, y contindan por el haz de His. Carecen
de tubulos T y de discos intercalares, y presentan escasa cantidad de miofilamentos y
gran cantidad de granulos de glucégeno. Las fibras contractiles, al igual que las fibras
musculares esqueléticas, tienen una estriacién transversal, pero solamente presentan
uno o dos nucleos ovalados de posicion central con uno o dos nucleolos. La
constitucion de sus miofilamentos es similar al de las fibras musculares estriadas
esqueléticas, diferencidndose Unicamente en las lineas Z, que se localizan en las bandas
escaleriformes (discos intercalares) y parecen cruzar de una célula a otra. En las caras
laterales presentan uniones tipo Gap, que permiten transmitir la onda de
despolarizacion para conseguir que todas las fibras musculares cardiacas se contraigan
al mismo tiempo’?.

Las fibras cardiacas contractiles contienen numerosas mitocondrias que se
disponen entre las miofibrillas irregulares, bajo la membrana celular y en los extremos
del nucleo. Estas son largas (a veces se extienden a lo largo de varios sarcémeros) y
poseen muchas crestas que casi ocultan la matriz. Debido a que el musculo cardiaco no
contiene casi reservas energéticas en forma de lipidos o de glucégeno y al alto
contenido mitocondrial que posee, constantemente se esta produciendo la respiracién
aerdbica en las células cardiacas, por lo que el aporte de oxigeno y nutrientes a través
de la sangre ha de ser continuo para satisfacer la demanda energética ilimitada del

corazén®.
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2. Cardiogénesis: desarrollo embrionario del corazén

2.1. Visién general de la morfogénesis cardiaca

Desde etapas muy tempranas el corazdn tiene un papel vital en la distribucién
de nutrientes y oxigeno en el embrién, asi como en la recogida de productos de
desecho procedentes de la actividad metabdlica. La rapida tasa de crecimiento del
embrién limita muy pronto la toma de oxigeno y nutrientes por difusion, por lo que el
sistema cardiovascular debe satisfacer la demanda metabdlica embrionaria
precozmentelo.

En aves y mamiferos, los progenitores cardiacos comienzan a generarse durante
las etapas iniciales de la gastrulacién. Las células de una de las capas embrionarias, el
epiblasto, migran convergiendo en la linea primitiva (LP) (figura 3A) e ingresan a través
de ésta, dando lugar a un embrion formado por tres capas embrionarias: ectodermo,
endodermo y mesodermo. Un subconjunto de células mesodérmicas que ingresa por la
linea primitiva migra antero-lateralmente, situandose a ambos lados y formando en
raton de 7,5 dias (E7,5) dos regiones separadas y pareadas conocidas como Hfr (del

inglés Heart forming region) (figura 3B)**2%

. Los precursores cardiacos contindan
migrando hacia la regién anterior y medial del embrion, formando los primordios
cardiacos (PC) (figura 3C), que se sitUan en posicion caudal con respecto a la cabeza y

). Previo a la

se aproximan a la linea media del embrién para fusionarse (figura 3D
fusidn de los primordios cardiacos, las células del mesodermo cardiaco se diferencian
en progenitores miocardicos y endocardicos™. En el embridn de ratén de 7,8 dias (E7,8)
los primordios cardiacos ya fusionados forman el tubo cardiaco lineal (figura 3E), que
esta conectado al embrion a través del mesocardio dorsal™®. El tubo estd compuesto por
una capa externa de miocardio y otra interna de endocardio, conectadas por matriz
extracelular’’. Conforme avanza el desarrollo, el tubo cardiaco se elonga tanto por el
polo arterial (porcion rostral), como por el polo venoso (porcién caudal), y en el
embrién de raton de 8,5 dias (E8,5) se curva hacia la derecha para formar el asa cardiaca
(figura 3F)'®. Este plegamiento restringe la presencia del mesocardio dorsal a las
regiones anterior y posterior del corazén'®. Durante la formacion del asa cardiaca, las
camaras ventriculares pasan de estar alineadas rostro-caudalmente, a tener un
alineamiento izquierda/derecha, generando un corazén tetramérico en aves vy
mamiferos, que puede soportar una doble circulacion sistémica y pulmonar®.

En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto la existencia de otra fuente de

precursores cardiacos mesodérmicos, procedentes del que ha sido denominado campo
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cardiaco secundario (CCS)*“?. En el embrién de ratdn las células del CCS se localizan en
el mesodermo faringeo y contribuirian a la formacion del tracto de salida, el ventriculo
derecho, asi como determinadas regiones auriculares (Fig. C)***?>%. Se trata de un
tema controvertido, puesto que para algunos autores sélo existe un Unico campo
cardiaco a partir del cual las células mesodérmicas sufren dos oleadas de diferenciacion
separadas en el tiempo?’.

En cualquier caso, la idea importante para este trabajo es que durante el
desarrollo embrionario los cardiomiocitos se van a ir incorporando al corazon mediante
dos mecanismos basicos: (1) a partir de la diferenciacion de precursores cardiacos y (2)
a partir de la division de cardiomiocitos ya existentes. Estudios en diferentes especies
sugieren que se produce una transicion de la diferenciacion al crecimiento proliferativo
para construir las diversas estructuras del érgano maduro. La dindmica proliferativa es
distinta entre las especies y es probable que esto sea la base de las diferencias en la
estructura cardiaca entre especies.

Figura 3: Representacion esquemética de los

estadios iniciales del desarrollo embrionario del E

corazén. (A). Movimiento de las células del

epiblasto en el embrién para formar el
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2.2. Principales redes de regulacién génica en el desarrollo cardiaco
Durante el desarrollo embrionario, las células de los distintos territorios sufren
un proceso de especificacion, determinacion y diferenciacion para dar lugar a los

diferentes tejidos de un organismo adulto.
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Entre las primeras sefiales responsables de la especificacién de los progenitores
cardiacos se encuentran las que provienen del endodermo faringeo y tejidos
adyacentes al mesodermo, como el ectodermo y la notocorda (figura 4A)22°%. |
endodermo se encuentra préximo a los campos cardiacos, y la sefalizacibn que
proviene de éste a través de los miembros de la superfamilia de factores de
transformacion y crecimiento B (TGFB; del inglés transforming growth factor f5), como la
subfamilia BMP, junto con la cooperacién de miembros de la familia del factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF; del inglés fibroblast growth factor, promueven la
diferenciacién a miocardio™.

Los factores WNT (del inglés wingless-type MMTV integration site family
member), miembros de una familia de glucoproteinas, activan o inhiben la
cardiogénesis dependiendo del factor y del momento del desarrollo embrionario. El
factor WNT 11 activa la cardiogénesis a través de la via WNT/JNK2. Por el contrario, los
factores WNT3a y WNT8c¢ secretados por el ectodermo, actdan a través de la B-catenina
(via canonica) inhibiendo la diferenciacién cardiaca® (figura 4B). De este modo, la
modulacion de la actividad de los factores WNT a lo largo del eje antero-posterior del
embrion temprano de pollo, establece competencia para formar el corazén o células
sanguineas en respuesta a sefiales de los miembros BMP****,

También desde la notocorda se secretan otros factores inhibidores de la
cardiogénesis, como NOGINA y CORDINA®. La exposicion a la secrecién de NOGINA,
que antagoniza la seflalizacion a través de BMP, inhibe completamente la diferenciacién

del mesodermo precardiaco®*.

De esta manera, en el inicio del proceso de
diferenciacion cardiaca en vertebrados, es el balance entre sefales positivas (como
pueden ser BMP o FGF) y negativas (como la via canonica de WNT) el que define la
activacion del nudcleo central de factores de transcripcibn que promueven la
diferenciacion a miocardio (figura 4B).

El nucleo de factores de transcripcion cardiacos forma parte de una red génica
muy conservada en la evolucidén y se encuentra distribuido principalmente en cinco
grandes familias: NKX2.X, MEF2 (del inglés myocite-specific enhancer factor), GATA (del
inglés globin transcription factor), TBX (del inglés 7-box)y HAND (del inglés heart and
neural crest derivatives expressed) (figura 4B).

El factor NKX2.5 es el primer marcador de diferenciacion cardiaca identificado

en embriones de vertebrados. En raton se expresa alrededor del dia E7.5, y esta
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expresion se mantiene en el corazén adulto®. El ratén nulo de NKX2.5 a diferencia de
lo que ocurre en Drosophila, si llega a formar el tubo cardiaco, pero muere entre los
dias E9 y E10, presentando defectos morfogenéticos en la formacion del tubo
cardiaco’®.

Los factores de transcripcion MEF2 son los mas antiguos y conservados entre
especies, y se expresan en los precursores cardiogénicos, cardiomiocitos, asi como en
células del musculo liso y esquelético®. En vertebrados se han descrito 4 miembros:
MEF2 A, B, C y D, siendo MEF2A el més abundante en corazén®®. MEF2C es necesario
para la activacién de genes que codifican para proteinas contractiles y la formacion de
estructuras cardiacas como el ventriculo derecho®; sin embargo, su funcién no es
esencial para el crecimiento postnatal del corazén, ni para la funcién del musculo
estriado™. Por otro lado, MEF2A y D son importantes para la biologia postnatal del
corazdén, puesto que ratones deficientes en MEF2A tienen una desorganizacién
importante de las mitocondrias, dilatacién del ventriculo derecho, y mueren poco
después del nacimiento®; mientras que MEF2D estd implicado en la respuesta del
miocardio adulto al estrés, sin ninguna contribucién evidente en el desarrollo
cardiaco™.

Los factores de transcripcion GATA estan representados en vertebrados por 6
miembros (GATAl a GATA6), de los cuales Gata4/5/6 se expresan en tejidos
mesodérmicos y endodérmicos durante el desarrollo del corazén®. Recientemente se
ha encontrado que los factores GATA regulan directamente la transcripcién de genes
que codifican para proteinas contractiles y otros genes reguladores como MEF2'y
HAND™*.

De los 18 genes T7BX presentes en vertebrados, 6 estdn implicados en el
desarrollo embrionario del corazon: 7TBX1, TBXZ, TBX3, TBX5, TBX18 y TBX20. Entre ellos
destaca 7BX5, dado su papel en la proliferacion de cardiomiocitos* y en la migracion de
las células del proepicardio®. El ratén nulo de 7BX5 presenta alteraciones en la
estructura sinoauricular y en la formacién del sistema de conduccién cardiaca, asi como
una reducida expresion de NKX2.5, y una ausencia en la expresién de otros factores de
transcripcion como GATA4 e IRX4™.

Los factores HAND regulan el crecimiento ventricular®. En ratén se expresan 2
genes HAND, HANDI en el campo cardiaco primario y HANDZ en el campo cardiaco

secundario. Los ratones nulos para HAND2 no forman el ventriculo derecho™ vy las
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células madre embrionales sin HANDI son incapaces de contribuir a la curvatura del
corazén que forma el ventriculo izquierdo®. La delecién de HAND2 y NKX2.5 que
regula la expresion de HANDI en el campo cardiaco primario, elimina las dos camaras
ventriculares produciendo un corazén formado Gnicamente por una auricula®. De
modo que la duplicacion de las cédmaras ventriculares durante la evolucién se
corresponde con la duplicacion de los genes HAND.

Este grupo de factores de transcripcién opera sin un Unico gen maestro, puesto

que es la interaccion de todos los componentes la que estabiliza y refuerza el programa

34,51,21 2

cardiaco Las sefiales desde el endodermo faringeo®®*? activan la expresion
temprana del gen NKX2.5%, que coopera con otros factores de transcripcion, como
GATAA4, el factor de respuesta al suero (SRF; del inglés serum response factor)y TBX5>,
regulandose mutuamente mediante bucles de retroalimentacion positiva®’. La
activacion de NKX25 activa a su vez la expresion de otros genes especificos del
miocardio, como MEF2C troponina cardiaca I (c7NL del inglés cardiac troponine 1),
troponina cardiaca C (c7NC del inglés cardiac troponine C), actina alfa del musculo
cardiaco 1 (ACTCI; del inglés alpha-cardiac actin 1) o proteinas de los intercambiadores
Na*/Ca®" *°. Las sefiales inductoras del endodermo faringeo actdian sobre precursores
del campo cardiaco primario y secundario, aunque la coordinacion en la sefalizacién

celular requerida para regular la proliferacion, la migraciéon y la diferenciacion del

. . . . . 56,57
campo cardiaco secundario es diferente y mas compleja™™’.
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3. Crecimiento y desarrollo postnatal del corazén

3.1. Proliferacién de los cardiomiocitos en el periodo postnatal

Durante décadas el corazén ha sido considerado un érgano post-mitético™,
Como se ha explicado anteriormente, el corazén se forma a partir de células precursoras
cuya proliferacion disminuye tras diferenciarse en cardiomiocitos. Estos cardiomiocitos
forman el tubo cardiaco lineal, una estructura de lenta proliferaciéon que posteriormente
se pliega, activandose un programa de aumento en el tamafio celular, que junto al
proceso proliferativo dara lugar a la formacion de las camaras®®®*®!. El crecimiento
posterior del corazén fetal se producira por la proliferacién continua de cardiomiocitos;
sin embargo, tras el nacimiento el corazén pasa de un crecimiento hiperplasico a uno
hipertréfico®, o lo que es lo mismo, de la division de cardiomiocitos al simple
crecimiento del tamafo de los mismos, ya que éstos entran en un estado de
quiescencia o reposo interrumpiendo su ciclo proliferativo. En ratones se ha descrito
que esa parada del ciclo celular se acompafa de una ultima ronda de division nuclear
sin citoquinesis o division celular, dando lugar a una gran mayoria de cardiomiocitos
binucleados®®*,

De este modo, el proceso de crecimiento y proliferacién de los cardiomiocitos
de ratébn en el periodo postnatal se puede dividir en tres fases: una primera
fase de hiperplasia o aumento del numero de cardiomiocitos mayoritariamente
monucleados/diploides, que iria desde el nacimiento hasta el dia 6 del periodo
perinatal; una segunda fase de transicion entre los dias 6 y 14 tras el nacimiento, donde
tendria lugar simultdaneamente la hiperplasia y la hipertrofia; y finalmente, una tercera
fase de hipertrofia a partir del dia 14, donde los cardiomiocitos mayoritariamente
binucleados/poliploides sélo crecerian en tamafio (figura 5)°>.

Recientemente se ha identificado otro pico de proliferacion en ratones
alrededor de los 15-18 dias de edad, lo que extenderia la capacidad proliferativa de los
cardiomiocitos, concediéndole un papel significativo en el crecimiento cardiaco®. Los
autores de este trabajo cuantifican un aumento de 500.000 cardiomiocitos durante la
tercera semana de vida, que se correlaciona con un incremento en el marcador nuclear
de proliferaciéon 5-bromo-2'desoxiuridina (BrdU) en dichos corazones. Puesto que otros
autores no han encontrado esta explosion proliferativa en los corazones de ratones
durante las primeras tres semanas de vida, este estudio ha sido objeto de intensos
debates utilizando diferentes tipos de técnicas: ensayos de determinacion del nimero

de cardiomiocitos o ensayos con marcadores de proliferaciéon como BrdU, anilina, Ki-67,

19



ciclina B1, ciclina A2, entre otros®®®®’°, Este debate ha puesto de manifiesto la dificultad
de obtener e interpretar correctamente los datos de proliferacion en cardiomiocitos,
que pueden variar debido a factores técnicos como, por ejemplo, la eficiencia
enzimatica de la digestion cuando se realiza el aislamiento de los cardiomiocitos, la
determinacién del area de muestreo y el efecto del nimero de crias por parto para el
desarrollo cardiaco en la etapa preadolescente’.

El proceso de binucleacién tiene lugar alrededor del cuarto dia tras el
nacimiento, donde el porcentaje de células binucleadas pasa del 4% al 17% y continla
hasta llegar a ser de un 90% doce dias después del nacimiento (figura 5). Esto sugiere
que los cardiomiocitos pierden la capacidad de dividirse antes de que se produzca la
parada en el ciclo celular, y es esa falta de citoquinesis lo que lleva a la formacion de

cardiomiocitos binucleados®>®®.

Inicialmente se propuso que el bloqueo en la division
celular resultaba de un fallo en los sarcomeros para desmontarse completamente
durante la mitosis®, ya que los cardiomiocitos debian estar latiendo continuamente, y
no estaba nada claro que pudiera producirse al mismo tiempo la contraccion vy la
division celular. A dia de hoy no existen evidencias que apoyen esta hipétesis’?, puesto

que los cardiomiocitos fetales, neonatales y adultos en situaciones particulares, que

presentan un aparato funcional contractil, pueden sufrir un proceso de divisién celular.
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El porcentaje de binucleacion en la edad adulta varia entre las distintas especies,
siendo sélo del 25% al 60% en humanos, a pesar de que una fraccibn muy alta de
cardiomiocitos mono y binucleados son poliploides como resultado de un proceso de
endoreplicacion’”*.

La observacion de una binucleacion precoz de los cardiomiocitos en corazones

fetales bajo un aumento del estrés hemodinamico sugiere que el porcentaje de
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cardiomiocitos binucleados puede ser funcion de la demanda hemodinédmica especifica
de la especie’’®. Pese a que se conoce muy poco acerca de la relacion entre el
porcentaje de cardiomiocitos binucleados y la demanda hemodindmica, si que es
sabido que (1) el crecimiento hipertréfico es una funcion de la demanda hemodindmica
(como se explicard mas adelante en el apartado 4), y que (2) el aumento de este
crecimiento  hipertréfico en los cardiomiocitos parece estar correlacionado
positivamente con el incremento en la ploidia’’’®. La binucleacién tendria un papel
ventajoso, ya que permitiria a la célula generar el doble de cantidad de ARN mensajero,
y por tanto de proteina, optimizando la respuesta celular en una situacion de estrés’.
De este modo, las variaciones en el porcentaje de cardiomiocitos binucleados entre
especies pueden reflejar requisitos especificos de especie en el potencial hipertréfico,
para acomodar fluctuaciones en la demanda hemodinamica.

Los mecanismos moleculares responsables del proceso de binucleacion en los
cardiomiocitos siguen siendo desconocidos. Este proceso parece estar estrechamente
asociado con la regulacién del ciclo celular, ya que es evidente que un marcado cambio

en la actividad del ciclo celular debe ocurrir para lograr la binucleacion.

3.2. Diferenciacion y salida del ciclo celular de los cardiomiocitos postnatales

La salida del ciclo celular es con frecuencia un suceso esencial para el proceso
de diferenciacion celular. Por ejemplo, en el musculo esquelético, la proliferacién de
mioblastos y su diferenciacién en miotubos contractiles es mutuamente excluyente®.
Por el contrario, los cardiomiocitos fetales proliferan durante el desarrollo cardiaco
aunque ya contienen un aparato contractil y se contraen activamente®. De modo que
su funcion contractil no requiere realmente de su salida del ciclo celular, lo que dificulta
la definicién de "cardiomiocitos diferenciados", ya que la diferenciacion en este caso
parece ser un proceso continuo que se asocia con una disminucién progresiva de la
capacidad proliferativa.

Tras el nacimiento, el corazdn tiene que aumentar el gasto cardiaco para
mantener su funcién contractii en un ambiente diferente al embrional (con una
resistencia vascular aumentada, variaciones en la tasa metabdlica y en los suministros
de sustratos energéticos, etcétera), lo que lleva a una especializacién del cardiomiocito
para hacer frente a todas esas nuevas necesidades®*®.

Esa diferenciacion del cardiomiocito incluye una disminucion en la expresion de

genes fetales, como el de la cadena pesada de la beta miosina (3-MHC) y el péptido
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natriurético atrial (ANP)®*

, Y unaumento en la expresion de genes responsables de
un fenotipo mas adulto. Se produce asi un cambio en las isoformas y tipos de proteinas
relacionadas con la estructura y la contractibilidad cardiaca®, origindndose una
sarcomerizacién mas desarrollada y compacta que en la edad neonatal. Ademas, los
cardiomiociotos de un corazon adulto utilizan acidos grasos de cadena larga como
principal sustrato para la produccion de ATP a partir de la fosforilacion oxidativa,
mientras que en el corazon fetal, que funciona en un ambiente relativamente
hipdxico, éstos obtienen su energia a partir del catabolismo de la glucosa y lactato dado
que la produccion glicolitica anaerdbica del ATP es mas eficiente, lo que conlleva un
cambio en las isoformas y tipos de proteinas necesarias para el adaptarse al nuevo
metabolismo®.

La progresién del ciclo celular implica la transduccién de sefales mitogénicas,
que estan estrictamente reguladas, a proteinas que se expresan ciclicamente llamadas
ciclinas, y éstas a sus dianas cataliticamente activas, quinasas dependientes de ciclinas
(Cdks). Para verificar que los procesos en cada una de las fases del ciclo hayan sido
completados con precision antes de pasar a la siguiente, las células han desarrollado
una serie de puntos de control gobernados por los diferentes complejos de ciclinas-
Cd k587,88,89,90'

La actividad del complejo ciclina D-Cdk4/6 es maxima en las etapas temprana e
intermedia de la fase celular G1 y tiene como funcion fosforilar e inactivar miembros de
la familia del retinoblastoma (pRb, pl07 y pl30), para que pueda tener lugar la
progresion del ciclo. La pRb impide que células con dafio en el ADN avancen en el ciclo
celular, uniéndose e inhibiendo factores de transcripcién de la familia E2F, que forman
un complejo con la proteina DP (del inglés dimerization partner). El complejo E2F-DP es
capaz de activar la transcripcién de una serie de genes que inducen la entrada de la
célula en la fase S. Mientras este complejo esta inactivo, la célula permanece estancada
en la fase G1. Es la union de pRB a E2F la que lo inactiva, de forma que pRb funciona
como un supresor de la proliferacidon celular, al inhibir la progresion del ciclo celular
(figura 6)7+92.

Otra ciclina asociada a su respectiva quinasa que desempefa un papel crucial en
la transicion de la fase G1-S es la ciclina E-Cdk2. La expresion de ciclina E ocurre en el
nucleo, en una etapa muy temprana de G1, y su sobreexpresion acorta la fase G1%*%*,

Por otro lado, la actividad de la ciclina A contribuye a la transicién G1-S, a la progresién
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de la fase S y la transicion G2-M®. Esta ciclina se asocia con dos quinasas: Cdk2 y Cdk1.
El complejo ciclina A-Cdk2 es necesario para la progresion de G1-S, mientras que el
complejo ciclina A-Cdk1 se requiere para la transicion G2-M. Finalmente, la transicién
G2-M vy la progresion de la mitosis estan reguladas principalmente por el complejo
ciclina B-Cdk1 y ciclina B-Cdk2 (figura 6)°"%.

La inhibicion de quinasas constituye un poderoso mecanismo de control del
ciclo y proporciona un importante enlace con otras vias que participan en la regulacién

98 Existen dos familias de

de la proliferacién, diferenciacion y senescencia
inhibidores de Cdks: la INK4 y la Cip/Kip. La familia INK4 (p15, p16, p18 y p19) inhibe
especificamente Cdk4/6, la familia Cip/Kip (p21, p27 y p57) tiene una actividad mucho
mas amplia inhibiendo Cdk4/6, asi como Cdk2 y Cdk1 (figura 6)*%°1°*1% E| aumento en

la expresién de p21 impide la transicion de G1/5'

, 'y un hecho importante de su
regulacion es que su sintesis se induce por p53, una proteina supresora de tumores, en
respuesta a agentes que dafian el ADN, y por senescencia celular mediante vias
dependientes e independientes de p53. Mientras que p21 parece estar controlado por
sefiales internas, se ha demostrado que p27 es un sustrato efector del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), y su incremento en la expresion induce la
detencién del ciclo en la fase G1'%*.

Inhibidores de CDK

inhibidores de CDk

= : o
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Figura 6: Modelo representativo de la
regulacion de la progresion del ciclo celular
a través de las ciclinas y sus
correspondientes quinasas dependientes de

ciclinas (Cdks).
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La salida del ciclo celular de los cardiomiocitos postnatales esta relacionada con
un cambio en el patron de expresion de muchas moléculas que participan en la
regulacién del mismo. El corazén embrionario presenta niveles elevados de expresion
de las ciclinas D (D1, D2 y D3) A, Ey B1, y de sus correspondientes Cdks. Estos niveles
de expresién decrecen gradualmente a partir de los dias E12-E16, llegando a alcanzar
un minimo los dias PO-P3, e incrementando posteriormente el dia P5, para disminuir
definitivamente hasta llegar a ser indetectables en cardiomiocitos adultos (figura 7)1%.
El pico de expresién de las ciclinas y Cdks el dia postnatal P5 podria explicar un proceso
de division nuclear, no seguido de citoquinesis, que generaria la binucleacién en los

cardiomiocitos postnatales.
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Figura 7: Patrén de expresién de las principales ciclinas y Cdks en corazones de ratén durante el desarrollo
embrionario y postnatal. Los extractos totales de proteina procedentes de los corazones se analizaron mediante
western blot, utilizando anticuerpos contra las diferentes ciclinas y Cdks, asi como contra la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) utilizada como control de carga. La intensidad de cada banda fue cuantificada y
normalizada respecto a su control de GAPDH. (A), (B). Representacion de la expresion normalizada de las diferentes

ciclinas y Cdks con respecto al punto E12, a lo largo del desarrollo embrionario y postnatal.'®

Esta regulacion negativa en la expresion de ciclinas y sus correspondientes Cdks
tras el nacimiento, va acompafada de una disminucién en la expresion de genes
esenciales para la replicacién del ADN como, por ejemplo, la ADN polimerasa delta 1
(POLDI}™ y su cofactor, el antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA)Y, asi
como de un incremento en la expresion de inhibidores especificos de las
Cdks'08 109101 " E| hatrén de expresion de algunos de los inhibidores de quinasas
dependientes de ciclinas también se ha estudiado durante el desarrollo cardiaco. La
expresion de los inhibidores de la familia Cip/Kip (p21, p27 y p57) es indetectable
durante el desarrollo embrionario, aumenta en la fase perinatal y tiene un pico maximo

de expresion en cardiomiocitos adultos™*#*3,
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Los resultados obtenidos a partir de ratones deficientes en estas ciclinas y sus
quinasas dependientes de ciclinas, argumentan un papel especifico para el complejo
ciclina D-Cdk4 en el desarrollo cardiaco normal.

Los ratones deficientes en una Unica ciclina D (D1 -/-; D2 -/-; D3 -/-) no
muestran un fenotipo cardiaco; sin embargo, ratones nulos para las 3 ciclinas D mueren
durante el periodo de gestacién, presentando anomalias cardiacas como paredes
ventriculares muy delgadas y grandes defectos del septo ventricular, asi como una
hematopoyesis defectuosa'’. Curiosamente, la progresion del ciclo celular no era
irregular en el resto de tejidos de estos embriones, lo que sugiere una funcion
especifica de estas proteinas en el desarrollo cardiaco.

De acuerdo con ésto, los ratones deficientes para las Cdks 2 y 4 (Cdk2 -/-;
Cdk4 -/-) mueren durante la embriogénesis (dia E15), como resultado de defectos
cardiacos'®. La pérdida de Cdk2 y Cdk4 causa hipofosforilacién de proteinas Rb, lo que
lleva a la represion de genes diana de E2F implicados en la progresidon del ciclo celular a
través de la transicion G1-S, produciéndose de este modo corazones de tamafo
reducido, con paredes ventriculares delgadas y auriculas agrandadas; sin embargo, en
los dobles mutantes para Cdk4/6, la progresion del ciclo celular no se ve afectada, lo
que sugiere que Cdk2 compensa la falta de quinasas dependientes de ciclina D**.

Los inhibidores de Cdks p21, p27 y p57 parecen tener un papel en la detencién
del ciclo celular de los cardiomiocitos. En cardiomiocitos neonatales y adultos, la
disminucién de la expresidon de p21 y p27 promueve la proliferacién y la progresién de

las células a través de la fase S del ciclo celular'?’.

3.3. Factores que regulan el proceso proliferativo de los cardiomiocitos

En los ultimos afios, se ha hecho un gran esfuerzo en tratar de identificar cuéles
son los factores intrinsecos y extrinsecos en las células que provocan la salida del ciclo
celular de los cardiomiocitos y, sin embargo, el avance en el conocimiento del control
de este proceso proliferativo sigue siendo pequefio.

Aunque se han descrito algunos factores implicados, aln no se conocen bien
cudles son los mecanismos moleculares responsables de la parada permanente de los
cardiomiocitos durante la etapa postnatal. Estudiar las vias de sefalizacion implicadas es
clave para reactivar la progresién del ciclo celular en ellos, sin que pierdan su potencial

de diferenciacion.
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A continuacion se resumen las principales vias de regulacién y factores
estudiados en los Ultimos afios que han conseguido mejorar el entendimiento acerca
del proceso proliferativo de los cardiomiocitos.

Via de sefializacion Hippo. La sefalizacién Hippo, descubierta recientemente en
Drosophila melanogaster, regula el tamafio de un érgano mediante la inhibicion de la
proliferacion celular, y en este caso particular, regula negativamente la proliferacion de
cardiomiocitos durante el desarrollo, asi como en la etapa postnatal, de modo que el
aumento de tamafo observado en los corazones resultantes de alteraciones en la via de
sefializacion Hippo, no se debe a una hipertrofia de los cardiomiocitos, sino al aumento
de proliferacion de los mismos™®. En esta via se fosforila al coactivador transcripcional
Yap (del inglés Yes-associated protein), inactivandolo y excluyéndolo del nucleo,
restringiendo asi el tamafio del corazén durante el desarrollo fetal en ratones!***2%12 |
coactivador transcripcional Yap, junto a factores de transcripcién de la familia TEAD (del
inglés TEA domain family members), parece reprimir los genes activados por la via
Wnt/B-catenina durante el desarrollo, para controlar el crecimiento y el tamafo del
corazén™. Por otro lado, la induccién de la proliferacion en cardiomiocitos mediante
esta via implica la activacién de la sefalizacién a través del receptor del factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1), la consiguiente activacion de la proteina quinasa B,
también llamada AKT, y la inactivacion de la glucdgeno sintasa quinasa 3 beta (GSK-38),
resultando en la estabilizacion de la B-catenina que regula positivamente el crecimiento

cardiaco (figura 8)%%'%,
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Via de sefalizacién de la MAPK P38. Las MAPK P38 es un miembro de proteinas

quinasas activadas por mitdégenos (MAPK), que induce la diferenciacion y la salida del
ciclo celular, y su actividad se correlaciona inversamente con el crecimiento cardiaco™”.
Su activacién reduce la proliferacion de cardiomiocitos neonatales, mientras que
ratones deficientes en la MAPK P38 especificamente en el corazdn, muestran un
aumento en el nUmero de mitosis de los cardiomiocitos, mediante la activacion de
genes de ciclo como el que codifica para la ciclina A, La inhibicién de la MAPK P38
junto con la adicién del factor de crecimiento de fibroblastos 1 (FGF1), puede iniciar la
proliferacion de cardiomiocitos adultos mononucleados /n vitro mediante la activacién
de la via PI3K/AKT, induciendo un proceso de desdiferenciacion transitoria, en el que se
eliminan las estructuras sarcoméricas y se completa la citoquinesis’®. Ademas, esta
combinaciéon de FGF1 e inhibicion de la MAPK P38 puede bloquear la apoptosis que se
induce en una isquemia de miocardio, aumentando la proliferacion de los
cardiomiocitos y mejorando la funcién cardiaca tras un infarto de corazéon en ratas
adultas'®*?’.
Via de sefalizacién Nrg1/ErbB2. En un estudio nuevo se ha destacado el papel
de la regulacion de la via Nrgl/ErbB2 en el control del crecimiento cardiaco
postnatal'®. En ratones, la transicién del crecimiento hiperplasico a hipertréfico durante
el periodo neonatal se correlaciona con una reduccion en los niveles del coreceptor de
la neuregulina 1 (Nrgl), ErbB2. La administracién de Nrgl, un miembro de la familia de
factores de crecimiento epidérmico (EFG), a cardiomiocitos neonatales (P1) aislados de
ratdn, aumenta rapidamente su proliferacién a través de la activacién de la via PI3K-
AKT, y este efecto se ve reducido en cardiomiocitos neotales (P7). El mecanismo que
explica esta disminucion en la sensibilidad de Nrgl parece ser la regulacidén negativa de
su receptor ErbB2. El niUmero de cardiomiocitos y la proliferacion de los mismos se
reduce en ratones deficientes en ErbB2 especificamente en el corazdn; por el contrario,
la expresién constitutivamente activa de ErbB2 conduce a una cardiomegalia patoldgica
con un aumento en el tamafo de los cardiomiocitos, en la actividad del ciclo celular, la
mitosis y la citoquinesis'?,

Regulacién por factores de transcripcién y miARNs. En estos Ultimos afios se ha
identificado un factor de transcripcién llamado Meisl, como un posible regulador clave

de la detencion del ciclo celular en cardiomiocitos, ya que mantiene niveles altos de los
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inhibidores de quinasas dependientes de ciclina Cdknla, Cdkn2a y Cdkn2b, y reduce la
expresion de los reguladores positivos del ciclo celular*?.

Ademas de la regulacién a nivel transcripcional, estudios recientes han analizado
el papel de los micro ARNs (miARNs) en la regulacidon post-transcripcional de la
proliferacion en cardiomiocitos™°. Los miARNSs, una clase de pequefios, no codificantes
y conservados evolutivamente ARNs, que regulan negativamente la expresién génica
mediante la represién de la traduccion de proteinas o mediante la estimulacion de la
degradacion del ARN mensajero (ARNm), parecen estar implicados en la detencion de
la division celular de los cardiomiocitos posnatales. Uno de ellos, el miR-195, ha sido
identificado mediante microarrays en los ventriculos neonatales de ratones al estar
fuertemente incrementado en corazones de ratones P10, justo cuando los
cardiomiocitos han salido del ciclo celular®’. La sobreexpresion de este miARN durante
el desarrollo causa un arresto prematuro del ciclo celular en los cardiomiocitos,
generando una hipoplasia congénita cardiaca e impidiendo un proceso de regeneracién
después de un infarto de miocardio en corazones neonatales P1%*,

Es razonable pensar que si existen miARNs que fuerzan la salida de los
cardiomiocitos del ciclo celular, otros podrian promover su proliferacién. Se han
identificado 40 miARNs capaces de estimular la duplicacion del ADN y la citoquinesis de
cardiomiocitos de raton y rata neonatales en cultivo'®®. De estos 40, los mas efectivos
son el miR-199a-3p y miR-590-3p, ya que también son capaces de inducir el reingreso
de los cardiomiocitos adultos en el ciclo celular y la citoquinesis. /n vivo, estos miARNs
promueven especificamente la proliferacion de cardiomiocitos y no la de fibroblastos,

tanto en los corazones neonatales como en los adultos tras un infarto de miocardio'®,

Figura 9: Regulacién de la proliferacién en miR-590-3p miR-199a-3p
cardiomiocitos por microARNs (miARN). Los l \

miRNA-590-3p y mi-199a-3p promueven la I ‘m
proliferacién inhibiendo la expresién de J. : J. g

genes que codifican para proteinas que @

{

inhiben la  proliferacion celular como Too =

HOMER1, HOP homebox (HOPX) y el canal
Binucleation

intracelular de cloruro 5 (CLIC5). El miR-195

==

Proliferation

t

inhibe la proliferacién celular disminuyendo Cell cycle regulators
(for example, CDKs, cyclins and CHEK1)

la expresion de genes que codifican para

proteinas que activan el ciclo celular como |miR-15family (miR-195)|

ciclinas, Cdks y la quinasa del punto de

control 1 (CHEK1), entre otras.

28



Regulacién Fisiolégica. En el momento del nacimiento se producen dos
situaciones fisiolégicas importantes justo cuando los cardiomiocitos se retiran del ciclo
celular. Una de ellas es el incremento repentino en la oxigenacidn como consecuencia
del inicio en la respiracion; la otra es un aumento repentino de la carga de trabajo en el
ventriculo izquierdo, que hace que las células en la superficie interna del corazén, con
un mayor estrés mecanico, tengan una proliferacién reducida respecto a las de la capa

externa y sean las primeras en salir del ciclo celular™**®.

La respuesta de los
cardiomiocitos al aumento en la demanda hemodinamica que ocurre tras el nacimiento
serd explicada en el apartado 4; a continuacién se trataran las consecuencias para el
corazdn de realizar su funcién en un ambiente hiperdxico o con oxigeno.

En ratones, la transicién de las condiciones relativamente hipoxicas del Gtero al
oxigeno atmosférico tras el nacimiento, se correlaciona con una acumulacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y un aumento en el dafio al ADN de los
cardiomiocitos™®. La ventaja de obtener energia a partir de la fosforilacién oxidativa
mitocondrial dependiente de oxigeno y no de la glicdlisis anaerébica, no esta exenta de
consecuencias nocivas, ya que como sera explicado en detalle en el apartado 5, la
mitocondria es considerada la principal fuente de produccién de especies reactivas de
oxigeno que se generan como consecuencia de la pérdida de electrones por la cadena
de transporte electronico y que pueden causar toxicidad celular promoviendo dafio en
las proteinas, lipidos o ADN?*37138139140

Un estudio reciente demuestra que el incremento en la respiracion mitocondrial
se corresponde temporalmente con un incremento de las ROS en los corazones
neonatales y una activacion de la respuesta al dafio en el ADN (DDR)™. Los autores de
este trabajo proponen un mecanismo fisiologico, segun el cual, la retirada de los
cardiomiocitos del ciclo celular durante el cambio del crecimiento hiperplasico al
crecimiento hipertréfico es una respuesta al dafio oxidativo en el ADN. El uso de un
metabolismo aerdbico que contribuye a la generacidén y acumulacién de ROS conduce a
un paro mitdtico en los cardiomiocitos para evitar la acumulacién de este dafo y, por
tanto, a la retirada del ciclo celular, manteniéndose la proliferacion en la edad adulta
s6lo en un pequefio grupo de cardiomiocitos que deben residir en un microambiente
hipdxico en el epicardio (figura 10)***.

El hallazgo de una poblacion de cardiomiocitos hipdxicos que contribuye a

la formacion de nuevos cardiomiocitos, tras una lesidon en el corazéon adulto
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con caracteristicas fetales/neonatales, tales como, un menor tamafo celular,

mononucleacion y ausencia de dafio oxidativo en el ADN™2143144

, apoya la hipotesis de
que el recambio de cardiomiocitos en el corazén postnatal es inhibida por el

metabolismo oxidativo y el dafio resultante en el ADN.

0O, exposure, ROS generation, DNA damage ——

Proliferative capacity

Figura 10: Modelo de los efectos del

oxigeno y ROS en la proliferacién de
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cardiomiocitos™.

Developmental stage

En pez cebra, que se desarrolla muy bien en condiciones relativamente
hipdxicas, los cardiomiocitos no pierden su capacidad proliferativa, sino que la retienen
hasta la edad adulta. La recuperacién del miocardio tras una lesion por amputacion
ventricular en el pez cebra a través de la proliferacion de cardiomiocitos, se produce
mediante una respuesta de hipoxia, es decir, reduciendo la respiracion mitocondrial
mediante la activacién del factor de transcripcién inducible por hipoxia 1 alfa (Hifla),
que induce un cambio hacia un metabolismo glicolitico anaerdbico en el citoplasma™®.

En este sentido, un estudio reciente en el cual se ha examinado la regulacién de
las vias de estrés celular que activa Hifla para impulsar la proliferacion de
cardiomiocitos fetales, proporciona un apoyo contextual adicional al papel que
desempenia la exposicion al oxigeno en los cardiomiocitos neonatales con respecto a su
salida del ciclo celular'®.

Del mismo modo, se ha examinado el rol que desempefian las ROS en la
transicién postnatal de los cardiomiocitos utilizando un agente neutralizador de
especies reactivas de oxigeno, la N-acetil-L-cisteina (NAC). El tratamiento /n vivo con
NAC, seguido del tratamiento /n vitro de los cardiomiocitos aislados resulté en un
incremento en la expresiéon de PCNA y una disminucién en la binucleacion de los
mismos. Ademas, estos cardiomiocitos tratados con NAC tenian disminuida la expresiéon
de la MAPK P38, mientras que la exposicidon de éstos a especies reactivas de oxigeno
aumentaba la actividad de la MAPK P38,

Pese a que diferentes estudios ensefian cdmo la presencia de especies reactivas
de oxigeno también pueden estimular la proliferacion de cardiomiocitos, es importante

tener presente que la naturaleza, el nivel y el contexto de estas ROS en las células son
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factores cruciales que determinan el tipo de efecto, positivo o negativo, en la regulacion

del proceso proliferativo de los cardiomiocitos™#491%,

3.4. Implicaciones de la limitada capacidad regenerativa: la regeneracion
cardiaca

El fallo del miocardio adulto para reactivar el ciclo celular es el factor limitante
en la funcién regenerativa de un corazédn dafiado. La respuesta en mamiferos a la lesion
cardiaca es la cicatrizacion con tejido fibrotico, no contractil, y la remodelacion
hipertrofica del miocardio superviviente™. De modo que, aunque se sobreviva a la
lesion, existe un incremento en la susceptibilidad de padecer enfermedades
compensatorias y de desarrollar insuficiencia cardiaca. La insuficiencia cardiaca, que a
menudo es la consecuencia de un episodio inicial de un infarto de miocardio, es una
causa importante de morbilidad y mortalidad™.

Muchos tejidos en mamiferos responden a una lesion activando células madre,
células progenitoras comprometidas o mediante la proliferaciéon de células
diferenciadas capaces de reentrar en el ciclo celular. Varios grupos de investigacion han
descrito la presencia de células madre o progenitoras en el corazén que pueden
diferenciarse en miocitos cardiacos™****1*>1%%: sin embargo, todavia hoy existe mucho
debate y confusidn en el campo con respecto a la identidad exacta de estas células y su
posible potencial para diferenciarse en cardiomiocitos y llevar a cabo la funcién
reparadora en el corazén dafiado™’ %,

En los ultimos 5 afios, los propios cardiomiocitos han resurgido como células
diana para la intervencién regenerativa. La estimulacién de la proliferacion de estos
cardiomiocitos es, por tanto, un enfoque fuertemente atractivo para regenerar el
corazon tras una lesion.

Existe una fuerte correlacion positiva entre el porcentaje de cardiomiocitos
mononucleados/diploides y la capacidad regenerativa del corazon; el 99% de los
cardiomiocitos en corazones con alta capacidad regenerativa como el pez cebra™,
roedores embrionales y neonatales®® son mononucleados/diploides, mientras que sélo
el 5% de los cardiomiocitos procedentes de corazones no regenerativos son

65,160,161‘ Esta

mononucleados/diploides correlacién positiva ha conducido a la

especulacion y a la esperanza de que el corazon humano adulto, donde
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aproximadamente el 70% de los cardiomiocitos son mononucleados, pueda mantener
algtin margen en su capacidad regenerativa’>’*.

Pese a que en la edad adulta el ratdn practicamente no posee capacidad de

regenerar el corazon, se ha visto que dicha capacidad si existe durante el desarrollo
embrionario y neonatal; sin embargo, ésta se pierde alrededor de los 7 dias de edad, de
modo que a partir del dia postnatal P14 en adelante, la lesion cardiaca provoca una
respuesta de remodelacion patolégica en el corazén similar a la de ratones
adultos™*'*,
En tejido cardiaco humano se ha cuantificado un pequefio pero continuo
recambio de cardiomiocitos que decrece con la edad™®. Los autores de este estudio han
establecido mediante un modelo matematico una tasa de reemplazo del 1% por afio a
la edad de 25, con una disminucién constante de aproximadamente 0,45% a partir de
los 75 afios. Los datos indican que los cardiomiocitos nuevos sirven para reemplazar en
lugar de afadirse a los cardiomiocitos ya existentes, puesto que el nimero total de
células permanece constante durante toda la vida. Estudios recientes en ratones apoyan
estos hallazgos: los nuevos cardiomiocitos proceden de la divisién de cardiomiocitos
existentes a una tasa baja pero detectable en ratones jovenes y adultos™®**651€,

Sin embargo, la mayoria de los investigadores estaria de acuerdo en que la tasa
de recambio de los cardiomiocitos es extremadamente limitada, resultando insuficiente
para una regeneracion sustancial del miocardio dafiado tras una lesién cardiaca
importante.

Si los cardiomiocitos humanos adultos mononucleados son similares en su
potencial a los cardiomiocitos de roedores neonatales P1-P3, identificar los factores que

promueven la division de estos cardiomiocitos en lugar de la binucleacién puede

proporcionar un mejor enfoque que pueda aplicarse en el corazén humano adulto.
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4. La hipertrofia cardiaca como respuesta fisio-patolégica

4.1. La hipertrofia cardiaca: crecimiento del corazén adulto

La funcion del corazén depende del nimero de cardiomiocitos, asi como de la
cantidad de sarcémeros por célula. Como se ha explicado en el capitulo anterior, el
ndimero de cardiomiocitos en la etapa adulta practicamente no se modifica de no
mediar algun proceso patolégico, y queda definido en el momento del nacimiento. Por
el contrario, la cantidad de sarcomeros es variable y se modifica dinamicamente en
funcion del estrés hemodinamico. Asi, diversas situaciones fisiopatolégicas incrementan
el niUmero de sarcémeros por cardiomiocito, proceso celular conocido como hipertrofia
o aumento del tamafo celular sin proliferacion. De modo que la hipertrofia cardiaca
podria interpretarse “a priori” como una respuesta adaptativa del miocardio frente a la
situacion que la origina, y a nivel celular y bioguimico se caracteriza por un incremento
del tamafio de los cardiomiocitos, aumento de la sintesis proteica total, mayor nimero
de sarcémeros y expresion de genes activos en la etapa fetal que se han silenciado
posteriormente en la etapa adulta como, por ejemplo, el péptido natriurético atrial
(ANP), la alfa actina esquelética (SKA) y la cadena pesada de la beta miosina (B-
MHC)167'168'169.

Existen dos tipos de hipertrofia cardiaca: fisioldgica y patoldgica. La hipertrofia
fisiologica ocurre como una adaptacion a una situacion en la que la persona necesita
mas aporte de sangre en su actividad diaria, por ejemplo, durante el embarazo o la
practica de una actividad fisica intensa. La respuesta a la sobrecarga hemodinamica se
caracteriza por el aumento del tamafo de los cardiomiocitos, con incremento
proporcional de los elementos estructurales del miocardio, sin aumento de la fibrosis
intersticial y sin compromiso funcional. Este tipo de respuesta cumple realmente una
funcién de adaptacion, es reversible y no conduce a una disfuncién cardiaca'’®*’*. La
hipertrofia patoldgica ocurre cuando se necesita una compensacion frente a situaciones
que comprometen el correcto funcionamiento del sistema cardiovascular y el aporte de
sangre como, por ejemplo, en casos de hipertension arterial, estenosis o insuficiencias
valvulares, miocardiopatia primaria y/o infarto agudo de miocardio. Esta hipertrofia se
acompafia de un aumento de fibrosis intersticial, mayor incidencia de apoptosis,
disminucién de la densidad capilar y reprogramacién de la expresion génica con
induccion de genes fetales, y represion de los genes que codifican las respectivas
isoformas del adulto; ademaés presenta una reversibilidad sélo parcial y conlleva a una

pérdida de la capacidad cardiaca'’*"374173,
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En etapas tempranas de la hipertrofia patologica, el
corazdn tiene un crecimiento concéntrico, es decir, el

engrosamiento de las paredes no estd acompafado de

un aumento de volumen, por tanto, aumenta el grosor de

la pared ventricular pero no la dilatacion de la cavidad,

de modo que los cardiomiocitos crecen a lo ancho,

Hipertrofia
fisiolégica

Hipertrofia
concéntrica

ahadiendo sarcomeros en paralelo; sin embargo, la
cronificacion de esta situacion conduce al desarrollo de

una hipertrofia excéntrica con dilatacion cardiaca, en la

que hay un incremento menor del espesor de la pared

Cardiomiopatia
dilatada

Figura 11: Tipos de hipertrofia cardiaca™.  ventricular y un gran aumento en el volumen de la

cavidad, es decir, la camara aumenta su volumen a costa de un crecimiento

preferentemente en la longitud del cardiomiocito (figura 11)*"

_ La dilatacion cardiaca
puede producirse directamente sin la existencia previa de una hipertrofia concéntrica,
como ocurre a raiz de una cardiopatia isquémica (infarto de miocardio) o debido a
determinadas mutaciones genéticas (dilatacion cardiaca idiopatica)'”.

Las dos tipos de hipertrofia se diferencian no sélo en sus causas, sino en sus
caracteristicas fenotipicas y en las rutas de sefalizacion intracelular que estan

implicadas en su desarrollo, tal como se recoge en la siguiente tabla:

Parametro de
estudio

Hipertrofia
fisiologica

Hipertrofia patolégica

Concéntrica

Dilatada

Aumento de masa

Aumento del grosor de la
pared y del volumen del

Aumento del grosor sin

Aumento del volumen
con adelgazamiento

CN/NFAT, PKA, CaMKIL

miocardica ventriculs cocvdinades aumento del volumen de pared (dilatacion
cardiaca)
Tamafio del Crecimiento a la vez en Crecimiento en grosor, Crecimiento en longitud,
. P longitud y grosor, adicion adicién de sarcomeros adicion de sarcomeros
cardiomiocito de sarcomeros en serie en paralelo en serie
Expresion de genes i % 7
fetales y de estrés No 5i St
Fibrosis No Si Si
Funcidn cardiaca Normal Normal Deprimida
oy . Silo en las primeras fases,
Reversibilidad Sf no ante estimulos cronicos AL
Tipo de metabolismo Oxidative Glucolitico Glucolitico
Cambios de expresion
de genes que manejan el No Si Si
Cal + intracelular
Proteinas G,
= 5 Proteinas G, receptores offi-
i eceptores tirosina receptores a/fi- andrenérgicos, estrés
Medidores moleculares quinasa, PI3K, AKT. andrenérgicos, MAPK, oxidativo ¥ opoptosis

CaMKII, eje PLN-
Sercal

Tabla 1: Principales diferencias entre la hipertrofia fisiologica y la hipertrofia cardiaca.
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4.2. Vias de induccion de la hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca surge como resultado de un nUmero de estimulos
diferentes tales como el estiramiento del miocardio, la activacién neurohumoral y/o la
liberacién de factores de crecimiento y citoquinas. Cada uno de estos estimulos
generalmente desencadena su efecto a través de la activacion de receptores de
membrana asociados a un grupo particular de proteinas, que activan a su vez vias de
sefializacion intracelular, regulando una cascada de moléculas ejecutoras responsables
del desarrollo de la respuesta hipertréfica.

A continuacion se describen de forma resumida las cascadas de sefializacion

intracelular mejor conocidas que estan involucradas en esta respuesta hipertrofica.

4.2.1. Mecanismos de induccién de la hipertrofia fisiolégica
Activaciéon de receptores con actividad intrinseca de tirosina quinasa (RTyrK): esta via es
la activada por factores de crecimiento relacionados con el crecimiento hipertrofico
fisiologico, tales como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento transformante (TGF), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor
de crecimiento similar a la insulina (IGF1), la hormona de crecimiento (GH) y la hormona
tiroides 170,176,177.
Cuando estos receptores tirosina quinasa son activados se inducen al menos
dos vias de sefalizacion intracelulares distintas: la via de la fosfoinositol 3
quinasa/proteina quinasa B (PI3K/AKT) y la via de Ras/proteina quinasas activadas por
mitégenos (Ras/MAPKs). Con respecto a la primera via, su principal efector es la
isoforma 1 alfa de la PI3K (p110a) que a través de AKT promueve la sintesis proteica
mediante fosforilacion del activador de la traduccion, la diana de rapamicina en células
de mamifero (mTOR) y la transcripcion génica a través de la fosforilacion e inactivacion
de la glucdgeno sintasa quinasa 3 beta (GSK3B)'®. La GSK3B en su estado activo
fosforila e inhibe a varias moléculas vinculadas con el desarrollo de la hipertrofia
cardiaca como, por ejemplo, miembros de la familia del factor de transcripcion nuclear
de las células T activadas (NFAT) (figura 12).

La sobreexpresion de PI3K o AKT en corazones de ratones transgénicos induce
un aumento en el tamafo de los cardiomiocitos, una hipertrofia concéntrica con

179,180

ausencia de fibrosis y una funcion cardiaca correcta , por tanto, tienen un rol
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especifico en la hipertrofia fisiolégica. Asi mismo, cuando GSK3B se inactiva por
fosforilacion es suficiente para inducir la hipertrofia de los cardiomiocitos /in vitro'®%%,

Es importante destacar que la via PI3K/AKT promueve la supervivencia celular y
se considera que evita la activaciéon de los mecanismos que desencadenan la
insuficiencia cardiaca'’®, puesto que un aspecto importante de esta via pro-hipertrofica
es que es responsable de la coordinacidon entre el crecimiento de los miocitos cardiacos
y la respuesta angiogénica. Esto se logra con la secrecion por parte de los miocitos de
factores angiogénicos en respuesta al estimulo hipertréfico. La pérdida del balance
entre el crecimiento celular y la angiogénesis conduce a un fallo contractil y al
desarrollo de la insuficiencia cardiaca'®; de este modo, en un modelo de hipertrofia
cardiaca inducida por la sobreexpresion de AKT en ratones se demostré que el estimulo
hipertréfico inducia la expresion de factores de crecimiento vasculares como, por
ejemplo, el factor de crecimiento endotelial vascual (VEGF) en la fase adaptativa de la
hipertrofia cardiaca, y que el bloqueo de la sefializacién inducida por el VEGF provocaba
una disminucién de la densidad vascular y una evolucién precoz hacia la insuficiencia
cardiaca™”.

Finalmente en la via de las Ras/MAPKs, destacan las quinasas reguladas por
seflales extracelulares ERK1 y ERK2, cuya sobreexpresion en ratones transgénicos
produce una hipertrofia compensada, concéntrica y con una buena funcién contractil*®.
Por otro lado, la inhibicion de ERK1/2 provoca una dilatacion cardiaca patolégica en
respuesta al estrés'®; resultados parecidos se observan en ratones con una disrupcion
de ERK1/2 en el corazdn, que presentan problemas cardiacos en respuesta al estrés o
incluso a la edad™. Todo esto demuestra que la sefializacion por ERK1/2 es un
componente esencial de la respuesta hipertrofica fisiologica protectiva y, de hecho,
protege a los cardiomiocitos de la muerte tras un dafio isquémico™®,

Activaciéon de sensores de estiramiento-integrinas asociadas a proteina quinasas: las
integrinas conforman una clase de receptores que conectan el aparato contractil de los
miocitos a las proteinas de la matriz extracelular y juegan un papel fundamental en la
conversion de la fuerza mecénica (sobrecarga hemodinamica) en el estiramiento del
miocardio o respuesta hipertréfica®. Aunque la via de sefializacion activada por las

integrinas adn no se conoce detalladamente, involucraria a las vias hipertréficas

PI3K/AKT y Ras/ERK1/2 190191,
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Figura 12: Principales vias de sefializacién implicadas en la hipertrofia cardiaca.

4.2.2. Mecanismos de induccidn de la hipertrofia patoldgica
Activacién de receptores acoplados a proteina G (GPCR): En la hipertrofia cardiaca
patoldgica el estrés biomecanico, es decir, el estiramiento impuesto al miocardio por la
sobrecarga hemodinamica, se traduce en la liberacidén autocrina/paracrina de factores
neurohumorales como la angiotensina II (Ang II), la endotelina 1 (ET-1), la adrenalina y
noradrenalina, que al igual que los agonistas de receptores a-adrenérgicos (a-ER), se
unen a sus respectivos receptores acoplados a proteinas G, entre ellas la proteina Gq,
desencadenando la respuesta hipertréfica patoldgica del miocardio™

Estas proteinas G heterotriméricas unen GTP y estdn formadas por las
subunidades: Ga y GBy. El estimulo hipertréfico induce la disociacidn de la subunidad a
permitiendo que ésta reclute a la isoforma B de la fosfolipasa C (PLCB) a la membrana,
que hidroliza al fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2), dando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3)
y diacilglicerol (DAG). El DAG formado facilita la activacién de la proteina quinasa C
(PKC), que a su vez activa a las MAPKs a través de la quinasa Raf. La MAPK ERK1/2
fosforila a la proteina quinasa S6 ribosomal p90 (p90RSK) y esta ultima activa por
fosforilacion al intercambiador de Na*/ H*-1 (NHE-1)**. La acumulacién de Na* en el
citosol promueve la entrada de Ca®* a través del intercambiador Na*/Ca** (NHE-1/NCX)
(figura 12). No solo se ha encontrado incrementada la actividad del intercambiador

NHE-1 en el miocardio hipertréfico de wuna gran variedad de patologias
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cardiovasculares, sino que ademas su hiperactividad es suficiente para desencadenar el
desarrollo de una hipertrofia cardiaca patoldgica. Asi mismo, la inhibicién especifica de
este intercambiador induce la regresion de la hipertrofia patoldgica en numerosos
modelos experimentales aunque la causa de la misma no sea resuelta; por
ejemplo, induce la regresién de la hipertrofia cardiaca en ratas espontaneamente
hipertensas sin causar un descenso significativo de la presion arterial***.

El IP3, por otro lado, puede inducir la liberacién de Ca** desde el reticulo
sarcoplasmico (RS) o desde la envoltura nuclear’®. El aumento de la [Ca®*]; seria el
responsable de la activacion de fosfatasas y/o quinasas que determinarian el aumento
de la transcripcion y de la sintesis proteica y, por ende, el desarrollo de la hipertrofia
cardiaca'®®.

De las cascadas intracelulares pro-hipertroficas dependendientes de Ca*, la de la
calcineurina/NFAT parece jugar un papel determinante en el desarrollo de la hipertrofia

e cardiaca  patologica’®. Ante  aumentos
2¢ Ca™
lca—s €M 24y

sostenidos en la [Ca la calcineurina, una
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CnA desfosforila a miembros de la familia de
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factores de transcripcién como AP-1, GATA4 y
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Figura 13: Activacin de la calcineurina  genes pro-hipertroficos (figura 13) :

mediante la unién de Ca?*y CaM. , , .

La mayoria de los estimulos que inducen la
hipertrofia  cardiaca  maladaptativa en
respuesta a una sobrecarga hemodindmica activan la via de receptores acoplados a

2*1. activando las vias de

proteinas G, Gq, y confluyen en el aumento de la [Ca
sefializacion intracelulares dependientes de este ion. El aumento de la [Ca’*]; es uno de
los fendbmenos mas importantes en el desarrollo de la respuesta hipertréfica, y esto se

ha confirmado provocando el aumento de la [Ca?*]; por medio de agonistas calcicos?™,

2+ 203 204

de iond6foros de Ca . 0 mediante la elevacién del Ca®* extracelular®®, induciéndose

en todos ellos la hipertrofia en los cardiomiocitos /in vitro.
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Activacion de receptores de citoquinas: via de la glicoproteina gp130. La gp130 es una
proteina de membrana que actla como coreceptor en respuesta a citoquinas
inflamatorias, como la interleuquina 6 (IL-6), la cardiotrofina-1 (CT-1) y el factor
inhibidor de la leucemia (LIF), capaces de promover el desarrollo de la hipertrofia
cardiaca®®”. La IL-6 no se encuentra elevada en la hipertrofia cardiaca fisioldgica pero si
en la patolégica®®, y se ha descrito para todos los miembros de la familia de la IL-6 que
tanto su produccién como su efecto sobre la hipertrofia cardiaca es inducido por la Ang
11°7?% |3 unién de estas citoquinas a su receptor especifico a induce la dimerizacién de
gp130, uniéndose dos quinasas Janus (JAKs), que activadas por fosforilacion reciproca,
fosforilan al receptor y permiten la activacién de via Ras/Raf/MAPKs. Las JAKs activadas
también fosforilan y activan a miembros de la familia STAT (transductor de sefales y
activador de la transcripcion), que se traslocan al nucleo y activan la transcripcién de
genes directamente vinculados con el desarrollo de la hipertrofia cardiaca. Existen
evidencias que apoyan un papel citoprotector para la via gp130/JAKs/STAT, ademés de
su funcién en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca®®®*%%!,

Ninguna via de sefalizacion intracelular regula la hipertrofia de los
cardiomiocitos de manera aislada, sino que al contrario, existe un gran
entrecruzamiento entre ellas para garantizar que la sefal logre su efecto al activar més
de una via. Este sistema de transduccion se asemeja mas a una red que a un sistema de

vias independientes.

4.3. La sefalizacion redox en la hipertrofia cardiaca

Se entiende por sefalizacién redox aquel proceso regulatorio en el cual la sefial
es realizada a través de una reaccion quimica de éxido-reduccion, produciéndose
especies reactivas del oxigeno (ROS) como intermediarios. Como serd explicado en
detalle en el capitulo 6, las ROS como el anién superdxido O,7, el anién hidroxilo OH™ o
el 6xido nitrico NO', influyen en muchos procesos fisioldgicos, y su produccién elevada,
que lleva a un desequilibrio redox descrito en muchas patologias, se conoce como
estrés oxidativo?*?*?,

En los Ultimos afios, cada vez es mas evidente que la sefializacion redox
desempefia un papel importante en muchos aspectos de la hipertrofia cardiaca. Varios

de los factores que participan en la cascada de sefializacion hipertrofica son activados

directa o indirectamente por las ROS a través de diferentes mecanismos. Estos incluyen
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a la PKC, las MAPKs P38, JNK y ERK1/2, la PI3K y AKT, ASK-1 y tirosina quinasas como el
coactivador del receptor de esteroides (Src) y la quinasa de adhesién focal (FAK), la
calcineurina y factores de transcripcion como el factor nuclear kappa B (NF-kB) y AP-
1214,215,216,217,218,219,220,221,222,223.

Las principales fuentes de ROS en el miocardio son las NADPH oxidasas, la
xantina oxidasa, la 6xido nitrico sintetasa y la cadena respiratoria mitocondrial®*. La
mitocondria es el principal productor de ROS, aunque su importancia en cardiomiocitos
como fuente generadora comparada con las NADPH oxidasas sigue siendo un tema de
discusion. Dado que la mitocondria es importante en diferentes procesos celulares
claves para este trabajo y serd estudiada detenidamente en el siguiente capitulo, a
continuacion se explicara el rol de las NADPH oxidasas como productoras de ROS en la
hipertrofia cardiaca.

La familia de NADPH oxidasas (Nox) comprende 7 miembros: Nox1-5, y Duox 1
y 2 (oxidasa dual 1 y 2, las cuales tienen un dominio peroxidasa adicional). En los
cardiomiocitos se expresan constitutivamente Nox2 y Nox4°”>??%; Nox2 se localiza
principalmente en la membrana plasmatica, mientras que Nox4 se encuentra en las
membranas intracelulares, en las mitocondrias, el reticulo endoplasmatico y en el
nucleo. Ambas estdn compuestas por las subunidades de membrana gp9lphox y
p22phox, los componentes citosélicos p47phox, p67phox, p40phox y la pequefa
proteina GTPasa, Rac.

La NADPH oxidasa es sensible a: 1) Agonistas de receptores acoplados a
proteinas G como la Ang-lIl, ET-1 y agonistas de receptores a-adrenérgicos; 2)
factores de crecimiento como el VEGF y TGFB; 3) citoquinas inflamatorias como la IL-
6; 4) fuerzas mecanicas como el estiramiento o fuerzas de rozamiento; 5) la
isquemia-reperfusion; 'y 6) factores metabdlicos como la hiperglucemia,
hiperinsulinemia, acidos grasos libres, etcétera.?’*%,

Diversos estudios /n vitro e in vivo demuestran que la produccion de ROS por
las NADPH oxidasas es un paso importante en la cascada de sefalizacion hipertrofica.
La hipertrofia cardiaca inducida con un tratamiento de Ang II se inhibe en ratones
deficientes en Nox2?***. La delecion genética de Racl, un componente citosélico
esencial del complejo Nox2, suprime el incremento en la produccion del anion
superdxido O, inducido por el tratamiento con Ang II, asi como la activacién de

mecanismos de sefializacion pro-hipertréficos?!. Estos estudios sugieren que Nox2
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participa en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca en respuesta a la Ang II a través de la
generacion de ROS.

En ratones deficientes en Nox2 el aumento en la fibrosis y la disfuncion
contractil en respuesta a la presion hemodinamica estan atenuados, pero la hipertrofia

cardiaca no esta disminuida en este modelo animal®*?

, indicando que Nox2 no participa
en el desarrollo de la hipertrofia inducida por la presién hemodinamica.

Sin embargo, en ratones nulos para Nox4 los aumentos en el estrés oxidativo en
respuesta a la presién hemodinamica se reducen significativamente”?, presentando una
menor hipertrofia y una mejor funcion sistélica ventricular. Estos resultados sugieren
que las ROS producidas por Nox4 contribuyen a la formacién de la hipertrofia y a la
disfuncion cardiaca en respuesta a la presion hemodinamica. Los ratones transgénicos
que sobreexpresan Nox4 especificamente en el corazén presentan una disfuncion
cardiaca sin hipertrofia notable a nivel de 6rgano, lo que plantea la posibilidad de que
la contribucion de Nox4 a la hipertrofia cardiaca pueda ser secundaria a la disfuncion
cardiaca, de hecho, en cardiomiocitos /n vitro, la sobreexpresion de Nox4 induce su
muerte celular pero no la hipertrofia®*?*,

Las ROS generadas por estas NAPDH oxidasas pueden estimular las vias de
sefalizacion hipertréficas, tanto fisioldgicas como patoldgicas, de diferentes formas:

1) activando directamente receptores (GPCR) o canales idnicos (NHE-1)?36.237:238.

2) activando la funcién de factores de transcripcion como AP-1 y NF-kxB?2%22-222
3) alterando la actividad de proteinas sensibles a redox que son clave en la sefalizacién
hipertréfica.

Inicialmente se identificaron a las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs),
encargadas de eliminar los grupos fosfato de los residuos de tirosina (Tyr) fosforilados,
como las Unicas dianas de las ROS. Las PTPs tienen un residuo conservado de cisteina
en su centro catalitico, y pierden su propiedad nucleofilica después de la oxidacion de
este residuo de cisteina, lo que resulta en una pérdida de su actividad que puede ser
restaurada reduciendo el residuo oxidado de nuevo a su forma tiol. La pérdida de esta
actividad da lugar al aumento en la fosforilacion de tirosinas y, por tanto, a la activacion
de las proteinas quinasas diana de estas PTPs que son pro-hipertréficas; sin embargo,
en los Ultimos afios la atencidn se ha desplazado hacia el efecto directo de las ROS

sobre estas proteinas quinasas, ya que muchos de los efectos hipertroficos mediados a

través de la generacion de ROS, implican la activacion de la via de MAP quinasas
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Ras/Raf/ERK1/2?'%*%, asi como de la via PI3K-AKT?*#72!8 por ejemplo, la modificacion
redox de la Cys118 en la proteina quinasa RAS activa la via hipertrofica Ras/Raf/ERK1/2
en respuesta a las ROS generadas como consecuencia de la tensibn mecanica en el
miocardio®”.

A continuacion, un ejemplo de cdémo las ROS participan en el desarrollo
hipertréfico patologico del miocardio (figura 14): un estimulo hipertréfico, a través de
la formacién del DAG, puede activar la PKC que fosforila a p47°"* del complejo Nox2,
estimulando la produccion de 0,7 2. Por otro lado, el estrés mecanico también puede

activar a Nox2 a través de Rac1?*

, generando asi mas O, que puede llegar a producir
dano mitocondrial, lo que provocaria la liberacion de mas ROS por parte de la
mitocondria, convergiendo en un bucle de retroalimentacién positiva llamado RIRR (del
inglés ROS-induced ROS release)*®. Las proteinas quinasas D (PKD) y C (PKC) pueden
ser activadas por fosforilacién en residuos de tirosina en respuesta a las ROS,
posiblemente debido a la inactivacién de las PTPs y la activacion de quinasas de la
familia Src**. Ademas de su efecto sobre las PTPs, las ROS también pueden activar
directamente a la quinasa dependiente de Ca**/calmodulina II (CaMKII) a través de la
oxidacién de una metionina, independientemente del complejo Ca’*/calmodulina®*.
Esta CaMKII junto a la PKD pueden fosforilar numerosos sustratos como factores de

transcripcion e histonas deacetilasas, regulando la expresién de un gran numero de

genes pro-hipertréficos, como se describe en el siguiente apartado.

stress

Hypertrophic ligands

~ NADPH
oxidase

Figura 14: Principales dianas de las
especies reactivas del oxigeno (ROS)
implicadas en la hipertrofia patolégica
del miocardio™.
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4.4. Regulacidn epigenética de la hipertrofia cardiaca

Las vias de sefalizacidén hipertroficas pueden controlar la expresiéon de genes
modulando las actividades de las enzimas remodeladoras de la cromatina, histonas
acetil-transferasas (HAT) e histonas deacetilasas (HDAC), que regulan la transcripcion de
genes asociados con el crecimiento celular y la diferenciaciéon, asi como con el
desarrollo del 6rgano®*.

Los cambios en la acetilacion y deacetilacion de histonas representan un
mecanismo de control de la expresion génica, siendo la acetilacion por histonas acetil-
transferasas (HAT) la que hace que se pierda la interaccién histona-ADN, relaja la
cromatina y activa la transcripcion de genes especificos; mientras que la deacetilacion
por histonas deacetilasas (HDAC) aumenta la interaccién de histona-ADN, condensa la
cromatina y reprime la transcripcion génica. Por lo tanto, el balance entre HAT y HDAC
parece desempefar un papel especialmente importante en el control de la expresién
génica, afectando al proceso hipertréfico del cardiomiocito.

En mamiferos se han descrito al menos 9 genes de HDAC que se agrupan en
dos categorias en funcion de la similitud de secuencia y dominios funcionales: las de
clase I'y II, con papeles totalmente opuestos en el proceso hipertréfico®®.

Los miembros de la clase I (HDACL, HDAC2, HDAC3 y HDACS) se expresan en
todos los tejidos y tienen como funcion inhibir genes antihipertréficos, favoreciendo el
crecimiento del cardiomiocito; sin embargo, los miembros de la clase II (HDACA4,
HDACS5, HDAC7 y HDAC9) son mas abundantes en corazén, cerebro y tejido muscular
esquelético, y cuando se localizan en el nlcleo parecen reprimir la actividad de factores
de transcripcion pro-hipertréficos, tales como, miembros de la familia del factor
MEF2?"#* 'y reclutan reguladores epigenéticos, tales como, HDAC de clase I e histona
metiltransferasas a regiones promotoras del ADN?*%#202>1:252

Las HDAC de clase I estan formadas por un simple dominio catalitico, mientras
que las HDAC de clase II contienen una estructura distinta con un dominio regulador N-
terminal seqguido de un dominio catalitico C-terminal. Este dominio regulador posee un
motivo de unién a MEF2, una sefal de localizacion nuclear (NLS) y varios residuos
conservados de serina que actian como sitios de union para las chaperonas 14-3-3
cuando éstos han sido fosforilados por diferentes quinasas. La seflal NLS es
enmascarada con la unién a proteinas 14-3-3, de modo que las HDAC son exportadas

fuera del ndcleo a través del receptor de exportacién nuclear CRM1, quedando
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retenidas en el citoplasma®>?**?>> Este desplazamiento nlcleo-citoplasma parece ser el
mecanismo principal que regula la funcion de las HDAC de clase II, ya que la exclusién
del nucleo evita la interaccion represiva de los HDAC con factores de transcripcién, lo
que resulta en un aumento en la transcripcion de genes que participan en la respuesta
hipertrofica>?°. En el caso particular de MEF2, la exportacion nuclear de HDAC de
clase II permite la interaccidén con HAT como la proteina de unién a E1 p300 (p300), que
promueve la transcripcion de genes pro-hipertréficos a través de sus efectos sobre la
acetilacién de histonas®’**®,

Se han estudiado una gran variedad de proteinas quinasas que fosforilan las HDAC de

clase 11, entre ellas PKD y CaMKII (figura 15). La PKD se activa después del tratamiento

con ET-1 y otros agonistas del receptor alfa ®

ET-1
Receptor

adrenérgico (a-AR), y tiene como diana «Adenegi

Receptor

principal HDACS, asi como HDAC4, HDAC7 y i
HDAC9. La fosforilacion de HDACS5 en los ‘l’

residuos de Ser259 y Ser498 induce su \l @
(Sibac)

exportacion nuclear”’#%?%% sin embargo, la PKD A

fosforilacion de HDACS en la Ser279 por la

proteina quinasa A (PKA) promueve su (‘ii‘“lﬂ

CRM1

retencién nuclear’®?%%?, posiblemente al =L\ Y NP R
HDAC )) ‘[)) {)) p300 A \'j‘%ﬁ

inducir un cambio conformacional que impide

Activation of
Repression fetal gene program

la union de proteinas 14-3-3 en los residuos

de Ser259 y Ser498 fosforiladas®®™. Figura 15: Regulacién de la expresién génica
cardiaca por las HDAC clase II en respuesta a un

estimulo hipertréfico.

La CaMKII se activa a través de la Ang II, ET-1 y otros agonistas de receptores
adrenérgicos, mediante la sefializacion del receptor acoplado a la proteina G (GPCR) y el
aumento de los niveles de Ca®" intracelular®®. Esta quinasa se une especificamente a
HDAC4, ya que solo esta HDAC de clase II tiene un sitio para la CaMKII y es fosforilada
en los residuos de Ser467 y Ser632°°°. HDAC4 puede dimerizar con otras HDAC de clase
II en presencia de la CaMKII activa, produciéndose una respuesta indirecta de
exportacion nuclear de HDAC5 y HDAC9?®.

En la ultima década la oxidacidon de las HDAC de clase II ha surgido como una
nueva modificacion postraduccional independiente de la fosforilacion que regula la

localizacién subcelular de HDAC4 en cardiomiocitos?®®?®, conectando asi dos
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mecanismos implicados en la hipertrofia cardiaca, el estado redox celular y la
deacetilacion de histonas.

HDAC4 posee dos cisteinas (Cys667 y Cys669) no conservadas entre las HDAC
de clase II, que se oxidan con un tratamiento de fenilefrina (PE), un agonista del
receptor alfa adrenérgico (a-AR). Aunque se desconoce el mecanismo preciso de la
exportacion nuclear inducida por la oxidacién, se ha propuesto que la formacién de un
enlace disulfuro intramolecular entre estos dos residuos de cisteina interrumpe la
coordinacién del zinc y provoca un cambio conformacional que expone la sefal de
exportacion nuclear a CRM-1, lo que provoca la salida de HDAC4 del nucleo. Este
desplazamiento puede prevenirse mediante la inhibicion de CRM-1 o mediante un
tratamiento con la tiorredoxina 1 (Trx1l) que reduce las proteinas oxidadas. En la
respuesta hipertréfica, tanto la oxidacion como la fosforilacion de HDAC4 tienen lugar;
sin embargo, la modificacion oxidativa se observa antes que su fosforilacion. Por lo
tanto, se ha sugerido que la exportacion nuclear de HDAC4 puede ser desencadenada
por la sefalizacion redox, mientras que la fosforilacién puede ser responsable de su
retencion en el citosol en momentos posteriores®®®.

HDACS también es sensible a ROS y parece estar regulado de manera similar.
Aunque la PKD es el principal modulador de la actividad de esta HDAC, un estudio ha
demostrado que esta via es menos relevante en una estimulacion con agonistas del
receptor beta adrenérgico (B-AR), como isoprenalina (ISO), donde la exportacion
nuclear de HDACS ocurre a través de un mecanismo independiente de fosforilacion
mediado por un proceso oxidativo que reduce esta HDAC de clase II, resultando en un
incremento significativo de la actividad de MEF2. Esta exportacién es bloqueada al
sobreexpresar la tiorredoxina 1 (Trxl) o en presencia del agente neutralizador de
radicales libres N-acetil-cisteina (NAC), lo que sugiere que el proceso de exportacién
nuclear de HDACS se debe principalmente a un mecanismo de oxidacion en respuesta a
la generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS)%’.

Por lo tanto, es posible que el estrés oxidativo pueda regular la fosforilacién de
las HDACs a través de la modulacion de proteinas quinasas; sin embargo, cada vez maés
estudios sugieren que las HDACs de tipo II también estan sujetas a una modificacion
oxidativa postraduccional directa a través de las ROS, regulando asi el desarrollo de la

hipertrofia cardiaca.
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5. La mitocondria

5.1. Estructura de la mitocondria

Las mitocondrias son pequeios organulos localizados en el citoplasma de la
mayoria de las células eucariotas, exceptuando eritrocitos y algunos protozoos
parasitos. Pueden presentar distintas formas (filamentos, bastoncillos o esferas) y
tamafios, siendo su morfologia y distribucion funcién de la demanda energética de cada
tejido y tipo celular al desempefar un papel central en el metabolismo celular®®. Su
funcion primaria es la producciéon de ATP a través de la fosforilacién oxidativa
(OXPHOS), pero ademas, se encargan de otras funciones celulares que son cruciales
para importantes procesos metabolicos, reguladores y del desarrollo®®. En los Gltimos
anos cada vez mas estudios demuestran que las mitocondrias participan activamente en
la sefializacion celular, actuando como iniciadoras y transductoras de sefales. Asi, por
una parte sirven como plataformas fisicas sobre las que ocurren las interacciones
sefializadoras proteina-proteina, y por otra regulan los niveles de sefiales intracelulares,
incluyendo el Ca”* y las especies reactivas del oxigeno (ROS)*’°.

En la ultraestructura de la mitocondria se puede distinguir una doble membrana
que determina dos compartimentos: la matriz, situada en el interior y delimitada por la
membrana mitocondrial interna, y el espacio intermembrana localizado entre la
membrana mitocondrial interna y la externa. En la membrana mitocondrial interna se
localizan los cuatro complejos de la cadena de transporte electronico y la ATP sintasa,
siendo el lugar donde sucede la OXPHOS. Ademas, posee una proporcién importante
de cardiolipidos (15%)*’* que le confieren una elevada impermeabilidad, incluso frente a
los protones, de manera que todos los intercambios de metabolitos entre la matriz y el
exterior se realizan mediante transportadores especificos?’% en cambio, la membrana
mitocondrial externa contiene en gran abundancia una proteina conocida como porina.
Las porinas forman grandes canales que permiten el paso de moléculas e iones con una
masa molecular inferior a 5 kDa. Ademas, esta membrana cuenta con un transportador,
la translocasa de la membrana externa (complejo TOM), que es la principal via de
entrada a la mitocondria para moléculas de mayor tamafio®’®. La matriz mitocondrial
contiene el genoma mitocondrial, las enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos y las
enzimas de la B-oxidacién de los acidos grasos, puesto que en el interior de ella tienen
lugar procesos metabdlicos esenciales como el ciclo de Krebs, la oxidacion de los acidos
grasos, el ciclo de la urea o algunas etapas de la sintesis de aminoéacidos y del grupo

hemo.
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5.2. Estructura y herencia del ADN mitocondrial (ADNmit)

El genoma mitocondrial es una pequefia molécula circular de ADN de doble
cadena, cuyo tamafo oscila entre las 16 y las 20 Kb. En vertebrados codifica
exclusivamente para 37 genes: 2 ARN ribosomicos (ARNr 12S y 16S), 22 ARN de
transferencia (ARNt) y 13 subunidades estructurales que forman parte de los complejos
respiratorios, entre las que se incluyen 7 subunidades (ND1, ND2, ND3, ND4L, ND4,
ND5 y ND6) de las 45 que forman el complejo I, 1 subunidad (citocromo b, Cytb) de las
11 presentes en el complejo III, 3 subunidades (COX1, COX2, COX3) de las 13 que
constituyen el complejo 1V, y 2 subunidades (ATP6 y ATP8) de las 16 proteinas que
forman el complejo V (figura 16) %%,

Para traducir las 13 proteinas codificadas por el ADNmit, las mitocondrias tienen
su propia maquinaria. Todos los ARNs necesarios para la traduccion mitocondrial son
suministrados por la mitocondria, mientras que los componentes proteicos, entre los
que se incluyen proteinas ribosomales, factores traduccionales, aminoacil-ARNt-
sintetasas y algunos factores mas requeridos para la biogénesis de los ARNr y ARNf,
tales como, nucleasas y enzimas modificadoras de ARNSs, son codificados por el genoma
nuclear y transportados a la mitocondria tras su sintesis en el citoplasma celular.

Las dos hebras de ADNmit tienen una composicién de nucleétidos diferente, y
en base a ésto a una de ellas se le denomina cadena pesada (H) por ser rica en residuos
de guanina y timina, mientras que la otra recibe el nombre de cadena ligera (L) al ser
pobre en estos nucledtidos?””.

El genoma mitocondrial es extraordinariamente compacto, los genes no
presentan intrones, ni regiones 5 o 3’ no traducidas (UTR), no hay apenas espacios
intergénicos llegando a solaparse algunos de los genes y, en muchos casos, las
adeninas del codén de terminacion de la traduccion, UAA, no estan codificadas por el
ADNmit sino que son afadidas por la maquinaria de poliadenilacion. La mayor region
no codificante, denominada bucle-D (del inglés D-/oop) en mamiferos, contiene los
promotores a partir de los cuales se inicia la transcripcion de las cadenas pesada y
ligera, asi como el origen de replicacién de la cadena pesada (Oy). La segunda region
no codificante del ADNmit es una secuencia de apenas 30 nucleétidos que contiene el
origen de replicacion de la cadena ligera (O,) (figura 16)*’°.

El hecho de que el ADNmit se encuentre compartimentalizado fuera del nucleo

hace que su herencia sea diferente a la de los genes nucleares. El genoma mitocondrial
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es poliploide, lo que significa que si cada célula en funcion de su requerimiento
energético contiene cientos de mitocondrias y cada mitocondria puede contener un
numero variable de copias de ADNmit que oscila entre 2 y 10, entonces en cada célula
puede haber entre 1.000 y 10.000 copias de ADNmit. En circunstancias normales, todas
las copias del ADNmit poseen la misma secuencia (homoplasmia), pero algunos
individuos pueden tener dos o mas genotipos mitocondriales diferentes
(heteroplasmia)?”’. Como existen muchas copias de ADNmit en una misma célula, una
variante con una secuencia deletérea puede ser tolerada, a menos que la abundancia
del ADNmit defectivo exceda un umbral en el que la disfuncidén mitocondrial y celular se
manifiesten.

Estas moléculas de ADNmit se segregan al azar durante la mitosis, dando como
resultado células hijas con distinto contenido de ADNmit, fendbmeno que se conoce
como segregacion mitotica. Ademas, en mamiferos el ADNmit se hereda
exclusivamente por via materna, mientras que el ADNmit paterno se pierde durante las

primeras rondas de replicacion del embrion®’®,

Figura 16: Genoma mitocondrial humano. Los

genes que codifican proteinas (verde oscuro) y los

que codifican ARNr (rojo) estan intercalados con Bl Noricoding

HSP transcripts

los 22 genes de los ARNt (amarillo). La regién [ mRNA
. [T tRNA
reguladora del bucle-D contiene los promotores Human miDNA [ rRNA

16,569 bp

de las cadenas ligera y pesada (LSP, H1 y H2). Las LSP transcripts

[[] mANA

flechas indican la direccion de la transcripcién. Oy ] tRNA

y O indican los origenes de replicacién de las
cadenas pesada y ligera, respectivamente. Term es

el terminador para el transcrito H177*.

5.3. Replicacion, transcripcion y traduccion del ADNmit

Inicialmente se pensaba que la replicacion del ADNmit sucedia de manera
continua a lo largo del ciclo celular y de forma independiente a la replicacion del ADN
nuclear (ADNN)?”®. En procesos como la embriogénesis o la diferenciacion celular el
ADNmit replica méas de una vez en cada ciclo celular, mientras que en ocasiones sélo
replica una pequefia subpoblacion, como ocurre en la oogénesis®’; sin embargo, cada
vez mas estudios sugieren que el ADNn y el ADNmit podrian replicarse de manera

281,282

coordinada , y aunque la replicacién del genoma mitocondrial se encuentre activa a

lo largo de todo el ciclo celular parece que la replicacion y la transcripcién del ADNmit
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preceden a la sintesis del ADN nuclear’®. En Drosophila melanogaster se ha
demostrado que un factor denominado DREF (del inglés DNA replication-related
element binding factor) implicado en la coordinacion de genes involucrados en la
replicacion del ADNn y en el control del ciclo celular, también regula la proteina
mitocondrial de unién al ADNmit de hebra Unica (SSB) y la expresion de la subunidad
accesoria B de la gamma polimerasa (polimerasa y), lo que sugiere que DREF podria
dirigir la respuesta de la maquinaria de replicacion del ADNmit adecuandola a la sintesis
del ADNn y al ciclo celular®*?®,

El ADNmit se encuentra formando parte de complejos nucleoproteicos
asociados a la membrana mitocondrial interna denominados nucleoides®®. Dichos
nucleoides se consideran la unidad de transmision y herencia del ADNmit. El factor de
transcripcion mitocondrial A (TFAM), la proteina SSB, la helicasa Twinkle y la ADN
polimerasa y, ademas de otras proteinas todavia no identificadas, forman parte de estos
nucleoides®®’,

El genoma mitocondrial se replica y transcribe en el organelo. Los elementos cis
responsables de la regulacién de estos procesos estan localizados en la region bucle-D
del ADNmit; sin embargo, todos los factores transactivadores son codificados por el
genoma nuclear’. El mecanismo de replicacién del genoma mitocondrial esta, desde
hace afos, sujeto a debate. El primer modelo, sugerido hace mas de 3 décadas™,
describe el proceso replicativo como una reaccion asimétrica y asincrénica que envuelve
dos origenes de replicacién independientes y unidireccionales, Oy y O*.
Alternativamente, se ha propuesto un modelo en el que ambas cadenas se replicarian
de manera simétrica y simultdnea desde multiples origenes situados en una region
amplia cercana al 03®"%% AUn hoy permanece sin esclarecer si coexisten ambos
mecanismos de replicacion quizas regulados por distintas condiciones fisiologicas en la
célula.

El proceso de transcripcion requiere la presencia de una ARN polimerasa
especifica, dos factores de transcripcion implicados en la iniciacion (TFA 'y TFB) y otro en
la terminacion (TERF) de la transcripcion, todos ellos codificados por el genoma nuclear.
El inicio tiene lugar en la region bucle-D a partir de los promotores de transcripcion de
ambas cadenas (LSP, H1 y H2), generando tres moléculas largas policistrénicas que son
procesadas por cortes endonucleoliticos delante y detras de los ARNt, los cuales actdan

como sefales de reconocimiento para las enzimas de procesamiento al adquirir la
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configuracién en hoja de trébol en las cadenas nacientes de ARN, dando lugar a los
ARNr, ARNt y ARNm maduros. Entre los productos de transcripcion del ADNmit
humano aislados se incluyen 2 ARNr (ARNr 12S y 16S), 22 ARNt y 18 ARN
poliadenilados en el extremo 3', la mayoria de los cuales corresponden a los ARNm. Los
ARNmM mitocondriales no contienen la estructura “cap” en el extremo 5"y su extremo 3’
carece de region no codificante’®, finalizando en un codén de terminacién incompleto
que, tras una poliadenilacién posterior, generara un codén de terminacion.

Al contrario de la replicacion y la transcripcion del ADNmit, la traduccién
mitocondrial es poco conocida. El proceso de traduccién ocurre en la matriz
mitocondrial con su propio aparato de sintesis proteica que incluye dos tipos de ARN
ribosdmicos, el 12S y 16S. Todas las proteinas que forman parte de los ribosomas
mitocondriales estan codificadas por genes nucleares, son traducidas en el citosol y
transportadas al interior de las mitocondrias. La funcién de la maquinaria de traduccion
mitocondrial, similar a la encontrada en procariotas, es la sintesis de los 13 polipéptidos
que forman parte del sistema de OXPHOS. Este proceso requiere, ademas de los ARNt
codificados por el ADNmit, de la accién concertada de factores de traduccion y
ribosomas mitocondriales. En mamiferos han sido clonados y secuenciados dos factores
de iniciacion (IF2 e IF3), cuatro de elongaciéon (EFTu, EFTs, EFG1 y EFG2)***, un factor de
liberacién (RF1) y un factor de reciclado ribosomal (RRF)**. A pesar de los estudios
realizados, todavia no se ha desarrollado un sistema que reproduzca /n vitro la sintesis
de las proteinas mitocondriales. El cdédigo genético utilizado por las mitocondrias tiene
una serie de diferencias respecto al cédigo universal, asi el codén UGA codifica
triptofano en lugar de terminacion, AUA indica metionina en lugar de isoleucina, y los
codones AGA y AGG especifican terminacion en lugar de arginina. Este fendmeno
asegura que solo los mensajes codificados por el ADNmit sean traducidos

satisfactoriamente en la matriz mitocondrial.

5.4. Cadena de transporte electronico. Fosforilacién oxidativa (OXPHOS)

El metabolismo mitocondrial tiene como funcion primordial la produccién de
energia a partir de la oxidacion aerébica de sustratos, generando un poder reductor en
forma de NADH y FADH,. Los electrones (e”) generados por la oxidaciéon del NADH y
del FADH, pasan a través de 4 complejos proteicos, la cadena de transporte electrdnico,

hasta reducir el oxigeno (O,) y formar agua (H,O). Este proceso ocurre en varios pasos
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de oxidacién-reduccion y por eso recibe el nombre de cadena. La cadena respiratoria
almacena la energia en forma de gradiente de concentracién de protones (H"), que se
aprovechara para sintetizar ATP en la matriz mitocondrial con la ayuda de una ATP
sintasa (complejo V). Este proceso se conoce como fosforilacidn oxidativa ya que la
sintesis de ATP es impulsada por la transferencia de e hacia el O,.

La cadena respiratoria esta constituida por 4 complejos multienziméticos y 2
moléculas méviles que unen a los anteriores. Las moléculas moéviles son la ubiquinona
(UQ) y el citocromo C (Cit C). Los complejos I, Il y IV participan en la oxidacién del
NADH, produciendo 3 ATPs por cada NADH, mientras que la oxidacién del FADH; en la
que participan los complejos II, Il y IV, produce solo 2 ATPs por cada FADH,. Los e” que
llegan a la cadena de transporte electrdnico siempre lo hacen desde el interior de la
mitocondria, lo que significa que el NADH y el FADH, se encuentran en la matriz
mitocondrial. Cuando los e se transfieren desde el complejo I o II hasta el O, que
también esta en el interior de la mitocondria, los H" se bombean hacia el espacio
intermembrana generando un gradiente que la ATP sintasa utiliza para generar ATP en
la matriz mitocondrial®®®*’.

El grupo flavina mononucle6tido (FMN) del complejo I traspasa 2 e desde el
NADH y pasa a la forma reducida FMNH,, cogiendo para ello 1 H* de la matriz. Los e
del FMNH,; pasan a una agrupaciéon hierro-azufre que los transporta de uno en uno,
quedando los H* libres en el espacio intermembra®®, Los e salen del complejo I hasta la
ubiquinona (UQ), que es capaz de transportar 2 e y 2 H". El paso de los e por el
complejo I provoca un bombeo de H' desde el interior de la mitocondria. La

ubiquinona (UQ) coge los 2 H* del medio que le hace falta para reducirse a UQH2%%

y
cede los e al complejo III. El primer componente que actia de este complejo es el
citocromo b, que contiene un grupo hemo con un 4tomo de hierro que pasa de Fe* a
Fe’ y cede los e a una agrupacion hierro-azufre quedando de nuevo en estado
oxidado®®. Esta agrupacion pasa el electron al citocromo C; que a su vez lo pasa al
citocromo C que esté fuera del complejo III. Este citocromo C los cede al complejo IV o
citocromo C oxidasa (COX IV)*®, y éste a un atomo de cobre. De aqui pasan al
citocromo a, a otro atomo de cobre y finalmente al citocromo a3 que se los cede al O,
para formar H,0. Cada vez que el NADH se reoxida cede 2 e por lo que sélo es capaz

de reducir 1 dtomo de O, por lo tanto se necesitan 2 moléculas de NADH para que

lleguen 4 e a la vez y que el O, se reduzca para dar 2 moléculas de H,O.
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Los e que cede el FAD a la cadena de transporte electronico provienen del ciclo
de krebs a partir del succionato que se encuentra en la matriz mitocondrial. Este
succionato da lugar al fumarato mediante la pérdida de 2 H* que recoge el FAD dando
lugar al FADH,. Los e pasan a una agrupacion hierro-azufre y seguidamente a la UQ. De
aqui en adelante el proceso es el mismo que cuando cede los e el NADH.

Existen tres sitios en la cadena de transporte electronico (complejos I, Il y IV) en
los que la energia liberada por este transporte de e se usa para dirigir el flujo de H" a
través de la membrana mitocondrial interna hacia el espacio intermembrana. Como
consecuencia, se genera una fuerza protén-motriz a través de la membrana
mitocondrial interna, que consiste en una diferencia de carga eléctrica o potencial de
membrana (AU)) y una diferencia de pH (ApH).

El complejo V disipa el potencial de membrana para formar ATP a partir de ADP
y fosfato inorganico (Pi) gracias a la energia liberada por el flujo controlado de los H*
en su entrada a la matriz mitocondrial a través del complejo.

Los complejos de la OXPHOS no se distribuyen aleatoriamente por la membrana
sino que se organizan en supercomplejos llamados respirasomas®*%**%, Los complejos
II, I y IV formarian un respirasoma, mientras el complejo V formaria estructuras
diméricas®®.

r OXPHOS |

ETC
cl ci cm civ cv
7mDNA OmiDNA 1 mtDNA 3 mtDNA 2 mtDNA 1
NADH NA[‘)»'H-
Matrix
FAD+2H* ATP
FADH
ADP+P,
H:0
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| L_J I
cv -
‘ ci civ ‘
‘ ol MIM
— Q) e e — ‘
l ‘ ‘ ) m‘/IS
H* H H H J
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mtDNA structural genes

Figura 17: Origen genético e interaccion funcional de los complejos de la OXPHOS. Las
subunidades [, ITI, IV y V estan codificadas por el ADNmit y ADNn, mientras que la II esta
exclusivamente codificada por el ADNn. MIM: membrana mit interna; IMS: espacio
intermembrana; MOM: membrana mit externa;”*®
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5.5. Produccién de ROS en la mitocondria

En el interior de la mitocondria existe un ambiente altamente reductor, por lo
que varios componentes de la cadena respiratoria como flavoproteinas, centros hierro-
azufre y las ubisemiquinonas, son termodindmicamente capaces de transferir un e” al O,
produciéndose el anién superéxido (O;7).

Este anion superdxido (O37), con un e” desapareado en su orbital externo que le
confiere una alta reactividad, es el precursor de muchas especies reactivas del oxigeno
(ROS) y el mediador de muchas reacciones de caracter oxidativo. Es por ello que la
mitocondria es la mayor fuente de ROS, que se generan como subproducto de la
fosforilacién oxidativa.

Cuando la cadena respiratoria funciona correctamente, la mayoria del O,
consumido por la mitocondria es convertido en H,O, y la generacién de ROS se
presenta en un bajo porcentaje (~4-5%); de hecho, se sabe que del 1 al 3% del O,
consumido por la mitocondria no es completamente reducido, generandose radicales
del oxigeno®®. En condiciones normales son neutralizados por enzimas antioxidantes
como un mecanismo de proteccién celular, produciéndose un balance entre la
formacion y la destruccion de ROS.

Los complejos Iy III de la cadena de transporte electrénico parecen ser los
responsables de la mayoria del anidon superdxido (O,7) producido en las
mitocondrias®®®*”’. Esta produccion se puede dar en la membrana mitocondrial externa,
en la matriz y a ambos lados de la membrana mitocondrial interna, y depende del
grado de reduccidén electronica de estos complejos, asi como de la presién parcial del

oxigeno (pO-) local*®.

El grado de reduccion electronica determina la capacidad
de los complejos de donar e al O, de tal forma que a mayor grado de
reduccion electrdnica, mayor produccion de ROS. Cuando la tasa de flujo
electronico es baja, los e se acumulan en la cadena respiratoria y los complejos tienden
a reducirse mas, incrementando su capacidad de producir ROS*®. El incremento en la
respiracion mitocondrial disminuye la produccién de ROS no soélo a través de la
disminucién del grado de reduccion, sino también mediante el descenso en la pO;
local debido al mayor consumo de O, mitocondrial.

El anién superdxido (O,7) puede ser detoxificado por la enzima superoxido

dismutasa de manganeso (Mn-SOD) o la enzima superéxido dismutasa de Cobre/Zinc

(Cu/Zn-SOD) que catalizan la conversion del O, a peréxido de hidrogeno (H,0,). El
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H,O, se puede convertir en H,O por la enzima glutation peroxidasa (GSH-PX) y/o la
enzima catalasa, o puede atravesar la membrana mitocondrial hacia el citoplasma®'’, y si
hay metales de transicién reducidos en la matriz, por ejemplo, Fe’* puede generar el
radical hidroxilo (OH") altamente reactivo. De modo que, cuando la produccion de
radicales libres es excesiva y los mecanismos de proteccién insuficientes, se produce
dafio oxidativo mitocondrial a nivel del ADNmit, lipidos de membrana y proteinas
mitocondriales.

La alteracion en los niveles intracelulares de ROS se asocia con cambios en la
abundancia mitocondrial, el nimero de copias de ADNmit y la expresién de genes de la
cadena respiratoria. Pese a la heterogeneidad de los resultados obtenidos respecto al
contenido mitocondrial y mantenimiento del ADNmit en una situacion de estrés
oxidativo, se ha llegado a la conformidad de que dependiendo de los niveles
intracelulares de ROS, de la capacidad del sistema antioxidante intracelular y de la
calidad de las mitocondrias y/o el ADNmit, se pueden dar 3 situaciones: 1) en células
con mayor capacidad antioxidante y buena calidad de mitocondrias parentales vy
ADNmit, la respuesta a un estrés oxidativo leve conduce a un aumento en la
abundancia de mitocondrias y moléculas de ADNmit, resultando en un incremento en el
suministro de energia por el aumento en el nimero de mitocondrias®*'%3%%: sin
embargo, 2) cuando se produce una situacion de estrés oxidativo moderado-fuerte con
una capacidad antioxidante al limite, el nimero de copias de ADNmit disminuye sin que
se produzca necesariamente una disminucién del contenido mitocondrial®**; finalmente,
3) cuando la capacidad del sistema antioxidante esta gravemente comprometida, la
exposicion celular a un mayor estrés oxidativo da como resultado un aumento en el
numero de mitocondrias defectuosas, asi como copias de ADNmit mutadas y, por tanto,
un aumento ciclico en la produccién de ROS. Si se superara un umbral de dafio
oxidativo, las mitocondrias pueden conducir a la célula a un proceso irreversible de
muerte celular®'>316317:318,

En los ultimos afos, el estudio del papel de la biogénesis mitocondrial y el
mantenimiento del ADNmit en la determinacién de la vida y la muerte celular bajo una

situacion de estrés oxidativo, esta adquiriendo una mayor importancia y estd mejorando

la comprensién de la funcion mitocondrial en las células de mamiferos.
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5.6. La biogénesis mitocondrial

La biogénesis mitocondrial comprende una serie de procesos celulares
involucrados en la formacién de nuevas mitocondrias. En este fenédmeno confluyen el
aumento del nimero de mitocondrias por célula o proliferacion y la diferenciacion
mitocondrial, siendo ésta Ultima necesaria para que el organulo adquiera las
caracteristicas estructurales y funcionales adecuadas para el desarrollo de sus funciones
especificas en las distintas células del organismo. Las mitocondrias nunca se sintetizan
“de novo” sino que surgen por el crecimiento y division de mitocondrias preexistentes;
por tanto, la biogénesis mitocondrial es un proceso biolégico complejo, altamente
controlado y no un acontecimiento causal, que implica cambios en la expresion de mas
de 1000 genes, la cooperacién de dos genomas (nuclear y mitocondrial), y la alteracion
de aproximadamente un 20% de las proteinas celulares®®. Multiples factores, tanto
enddgenos como exdgenos, regulan la biogénesis mitocondrial a través del coactivador
de los receptores activadores de la proliferacién de peroxisomas la (PGCla), un
cofactor transcripcional que regula la expresién de genes implicados en el metabolismo

celular, la funcién y biogénesis mitocondrial*?.

PGCla activa la expresién de los
factores respiratorios nucleares 1y 2 (NRF-1/2)**, los cuales son capaces de integrar el
control nuclear de la transcripcion y la replicacion del genoma mitocondrial, a través de
la modulacion directa de la expresion del factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM),
esencial para la replicacion, transcripcion 'y mantenimiento del genoma
mitocondrial®®3??, Ademas, NRF-1/2 regulan la expresién de genes nucleares que
codifican subunidades de la cadena respiratoria y otras proteinas necesarias para la
funcion mitocondrial®?*3#*,

Durante el proceso de biogénesis es de gran importancia el papel que juegan
las especies reactivas de oxigeno®'***?, la dindmica mitocondrial®™® y la estructura de los
microttbulos®®.

La biogénesis mitocondrial en la hipertrofia cardiaca. El corazén
depende en gran medida de la funcion mitocondrial debido a la extraordinaria
demanda en la sintesis continua de ATP a través de un metabolismo oxidativo, siendo el
organo con el mayor consumo de oxigeno del organismo. Las mitocondrias generan
mas del 90% del ATP intracelular utilizado por los cardiomiocitos y, por ello,

representan el 45-60% del volumen de los cardiomiocitos en funcién del requerimiento

energético.
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En el corazdn fetal, la glucosa y el lactato son los principales sustratos
energéticos, ya que como se ha comentado anteriormente, éste funciona en un
ambiente relativamente hipdxico. Por este motivo los corazones fetales tienen un
menor contenido mitocondrial y, por tanto, menores grados de actividad del complejo
respiratorio y del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (ciclo de krebs).

En el periodo posnatal los acidos grasos se convierten en el principal sustrato
energético del corazén. Estos son catabolizados en la matriz mitocondrial por el
proceso de la B-oxidacién, mientras que el piruvato derivado de la glucosa y el lactato
es oxidado por el complejo piruvato deshidrogenasa (PDH) ubicado en la membrana
mitocondrial interna. El producto final de ambas vias (glicélisis y B-oxidacién) es la
generacion de acetil-coA, que es oxidado en el ciclo de Krebs para generar los factores
reducidos NADH y FADH,, los cuales participan en el transporte de electrones de la
OXPHOS para generar ATP; es por este motivo que la funcidén mitocondrial adquiere
mayor importancia en los corazones adultos y, en consecuencia, aumenta el contenido
mitocondrial durante el periodo postnatal.

En el proceso hipertréfico ocurren diversos cambios metabdlicos a nivel de la
utilizacion de sustrato, la fosforilacién oxidativa y el metabolismo del ATP. Bajo
condiciones normales la mayor cantidad de ATP se genera mediante la B-oxidacién de
los acidos grasos; sin embargo, en la hipertrofia cardiaca al igual que en el desarrollo
fetal, se favorece la oxidacién de glucosa para obtener energia. Pese a que la oxidacion
de los acidos grasos de cadena larga libera mas de 6 veces la cantidad de energia que
una masa igual de glucosa, se requiere una mayor cantidad de oxigeno por mol de ATP
producido, de hecho cerca del 75% del oxigeno consumido por el miocardio es
utilizado para la oxidacion mitocondrial. Esto no conduce a una situacion demasiado
favorable cuando el consumo de oxigeno por latido se incrementa todavia mas, debido
al ejercicio fisico o al aumento de la presion hemodinamica en los corazones
hipertréficos; el cambio a la utilizacion de glucosa que necesita menos oxigeno por mol
de ATP producido es, por tanto, un mecanismo adaptativo®?®*?’.

Dado que la hipertrofia cardiaca conlleva un aumento en el tamafo de los
cardiomiocitos en el corazén adulto, las mitocondrias deben proliferar junto con las
estructuras contractiles para mantener en equilibrio los sitios productores vy
consumidores de energia®®®. Especialmente durante la hipertrofia fisiologica, la

biogénesis mitocondrial se desencadena a través de la modulacion de la relacién
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ATP/ADP, la activacion de la proteina quinasa activada por adenosina monofosfato
(AMPK), y el consiguiente aumento de expresion de PGCla y NRF1l. Aunque
inicialmente se habia sugerido que la regulacion del nimero de copias del ADNmit
determina el contenido mitocondrial en una célula, dado que el ADNmit esta presente
en multiples copias por mitocondria, cada vez esta mas aceptado que el incremento en
la masa mitocondrial se logra principalmente mediante el aumento en los niveles de los
transcritos mitocondriales, ya que 1) la comparacién de tejidos o lineas celulares con
diferentes capacidades oxidativas no ha revelado una correlacién entre la actividad de la

329,330

cadena respiratoria y el nUmero de copias de ADNmit y, 2) en muchos modelos

experimentales en los que proliferan las mitocondrias, no se ha encontrado ningun

aumento en el nimero de copias del ADNmit**!*%?

, por tanto, la replicaciéon del ADNmit
no necesariamente ocurre simultineamente con el crecimiento y la divisidn
mitocondrial.

Pese a que no esta claro cdmo el nimero de copias del ADNmit se regula en
diferentes condiciones fisioldgicas y del desarrollo durante la progresién de la
hipertrofia cardiaca patolégica, el cambio en el sustrato utilizado por el miocardio
implica cambios en la expresion de enzimas involucradas en el metabolismo de los
acidos grasos y la glucosa. PGCla y el receptor activado por proliferadores
peroxisomales o (PPARa) desempefian una funcion clave en este proceso, ya que
regulan la expresién de genes que codifican para enzimas mitocondriales importantes
en el metabolismo de los acidos grasos******. La disminucion de la actividad de PPARa y
PGCla causa un cambio metabdlico de la oxidacion de los acido grasos a la glucosa, lo
que resulta en una disminucién en la generacién de ATP y, por tanto, en el compromiso
de la funcién normal del cardiomiocito. Frente a una demanda de energia exagerada,
especialmente con una carga alta de trabajo, la generacién de ATP a partir de la glucosa
es insuficiente y contribuye de manera importante a la insuficiencia de los
cardiomiocitos. Este déficit de energia acaba disminuyendo el contenido mitocondrial
por cardiomiocito, y en las ultimas fases de la hipertrofia cardiaca patoldgica, la
proliferacién mitocondrial no sigue el ritmo de la creciente demanda energética. Esta
descompensacién durante un tiempo prolongado resulta finalmente en una

insuficiencia cardiaca y eventualmente en un fallo cardiaco®**33.
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5.7. Papel de la mitocondria en la apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que juega un papel
esencial en el desarrollo y en la homeostasis de los tejidos. Su misién es eliminar las
células superfluas, dafadas, infectadas o transformadas, y se caracteriza por el
mantenimiento de las membranas celulares intactas permitiendo asi su eliminacion por
fagocitosis e implica la activacion de un programa intrinseco celular. Esta muerte celular
se da a través de una secuencia determinada de pasos: primero tiene lugar una fase de
iniciacién, mediada por una via mitocondrial (via intrinseca) o por una via activada a
través de receptores de muerte (via extrinseca); posteriormente, ambas vias convergen
en una segunda fase de ejecucién caracterizada por la activacién de las caspasas,
Ultimas responsables de las caracteristicas morfolégicas de esta muerte apoptodtica
(condensacion citoplasmatica y nuclear, la rotura especifica de proteinas celulares,
la fragmentacién de la célula en cuerpos apoptéticos, y la rotura endolitica del ADN en
fragmentos oligonucleosémicos); finalmente, tiene lugar la fase de eliminacién, en la
que los macréfagos fagocitan los cuerpos apoptéticos, atraidos por ligandos especificos
de la fosfatidilserina, presentes en la superficie de las células apoptoticas®’.

En general, son dos las vias que conducen a la activacion de las caspasas. Una es
la mediada por ligandos que se unen a receptores en la superficie celular, y la otra es la
mediada por estrés celular o por lesién en el ADN. Estas dos vias, también denominadas
extrinseca e intrinseca respectivamente, pueden solaparse, aunque la transduccién de
sefiales es diferente. En la via intrinseca, la apoptosis se inicia por estimulos que
producen una serie de sefales intracelulares que repercuten en la mitocondria. Estos
estimulos pueden ser la ausencia de ciertos factores de crecimiento, hormonas y
citoquinas, o bien la radiacién, la presencia de toxinas, hipoxia, hipertermia, infecciones
virales y radicales libres. Todos estos estimulos producen cambios en la membrana
mitocondrial que provocan la apertura del complejo del poro mitocondrial de
permeabilidad transitoria (mPTP), la pérdida del potencial de membrana mitocondrial y
la liberacion de proteinas pro-apoptoticas desde el espacio intermembrana de la
mitocondria al citosol, entre las que se incluyen el citocromo C, la proteina
Smac/DIABLO, la proteasa Omi/HtrA2 (del inglés high temperatura requirement
inducing factor), el factor inductor de la apoptosis (AIF) y la endonucleasa G
(ENDOG)**. El control y la regulacion de los eventos apoptéticos los lleva a cabo la

339
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familia de proteinas Bcl-2°%, siendo las proteinas apoptogénicas las que desencadenan
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la ejecucion de la muerte celular, bien promoviendo la activacion de caspasas, o bien
actuando como efectores de muerte independientes de la activacién de caspasas®*®. La
salida del citocromo C desde la mitocondria desencadena directamente la activacion de
la caspasa 3 a través de su uniodn a una proteina citosolica, Apaf-1 (del inglés Apoptosis
proteasa activating factor-I), que posee un motivo llamado CARD dentro de su
estructura que actla como una plataforma donde la caspasa 9 (iniciadora) es reclutada
y activada. El complejo citocromo C/Apaf-1/Caspasa 9 se denomina entonces
apoptosoma, y es el encargado de reclutar a la caspasa 3 (efectora) que es activada por
la caspasa 9 residente en el complejo®®. Una vez activada, la caspasa 3 proteoliza
sustratos especificos produciendo los cambios celulares y bioquimicos tipicos de la
apoptosis. Otras proteinas liberadas al citoplasma como Smac/DIABLO y Omi/HtrA2
facilitan la activacién de caspasas de manera indirecta neutralizando inhibidores de
caspasas enddgenos, concretamente a las IAPs**!. Ademas, Omi/HtrA2 puede actuar
como una proteasa de manera independiente de caspasas®®. La liberacion de AIF y
ENDOG al citoplasma representa un mecanismo apoptético independiente de caspasas
(como serd explicado en el capitulo 7). La permeabilizaciéon de la membrana
mitocondrial externa permite su liberacién y posterior translocacion al nucleo junto con
la nucleasa citosolica CAD, contribuyendo a la condensacién de la cromatina y a la
fragmentacion del ADN?*®. Si estas proteinas son liberadas antes, al mismo tiempo, o

después del citocromo C sigue siendo un tema controvertido.
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6. El estado redox celular

6.1. Conceptos basicos

A lo largo de la introduccién se han ido presentando evidencias que relacionan
a las especies reactivas del oxigeno (ROS) con diferentes fenotipos observados como,
por ejemplo, la salida del ciclo celular de los cardiomiocitos perinatales o la sefalizacion
prohipertrofica en los cardiomiocitos postnatales. En este capitulo se revisaran los
conceptos principales acerca de las ROS, y se explicaran los procesos moleculares més
importantes que les permiten modular la sefializacién a nivel celular.

El estado redox celular es el resultado del continuo ajuste de las condiciones
oxidantes y reductoras dentro de una célula, ya que ésta contiene de forma natural
componentes con propiedades redox. Se entiende por condiciones/reacciones de
oxidacion-reduccciéon a aquellas en las que cambia el grado de oxidacion de las
especies reaccionantes porque se produce un intercambio de electrones entre los
reactivos. Para ello es necesario la presencia de un oxidante, especie que capta
electrones y reduce su estado de oxidacion, y de un reductor o especie que libera
electrones y aumenta su estado de oxidacion®****,

La magnitud y la duracion de la desviacion hacia una situacién de mayor
oxidacion o reduccién, dependen béasicamente de los niveles de los factores
prooxidantes y de la capacidad antioxidante (reductora) de la célula. Los desajustes
temporales del nivel redox basal actian como sefales que inician y regulan diversos
procesos celulares, ya que condicionan la expresidn génica por medio de diferentes
rutas de transduccion de sefiales y por la modulacion de los factores de transcripcion,
asi como por la modificacién directa de algunas moléculas implicadas en la regulacion
de diversos procesos celulares como proteinas quinasas o fosfatasas®*>.

La produccién de cantidades andmalas de oxidantes puede generar una
situacion oxidativa persistente, alterando el balance redox celular, que condiciona hasta
tal punto las sefiales de transduccidn y la expresidon génica que, normalmente, acaba
desembocando en una situacién andmala e incluso letal para la célula. A esta situacién
de desequilibrio del estado redox celular por un exceso de oxidantes o radicales libres,
se conoce como estrés oxidativo®**,

6.2. Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Un radical libre es toda especie quimica, atomo, molécula o parte de ésta,

cargada o no, que en su estructura presenta uno o varios e” desapareados o impares en

su orbital mas externo, dandole una configuracién electrénica de gran inestabilidad. Los
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electrones tienden a la configuracién energética mas estable posible apareandose en su
ultimo orbital. Por ello, el radical libre tiene una gran tendencia a recuperar la situacién
de estabilidad perdida, bien cediendo el e desapareado, agente reductor, o bien
captando un e, agente oxidante®*.

La presencia de especies radicales se debe, basicamente, a la participacion del oxigeno
(O3) en el metabolismo celular. Su capacidad de aceptar electrones, liberando una gran

cantidad de energia en el proceso, es la base de la respiracién aerobia. Esta propiedad

de tomar electrones es debida a que el O; es

oxigeno singlete 10, un potente oxidante al poseer un e
L desapareado en su orbital mas externo y, por
radiacion UV,
ello, a todos los radicales libres (y no
estado basal 02 —_— 03 ozono
uxewe Holecy radicales) relacionados con el oxigeno, que
Z
_ siendo precursores y derivados de éstos,
radical anion 0 NO ‘ONOO peroxinitrito o .
superéxido participan en reacciones que aumentan los
i niveles de elementos prooxidantes en la
P:_’:*}“ de H,0, — ‘OC| hipoclorito célula, se les denomina especies reactivas del
iarogeno mieloperaxidasa
. 346,347
reaccion de Fenton oxigeno (ROS) :
Si el oxigeno molecular se reduce captando

radical hidroxilo  *OH ,
un solo electron procedente de la cadena

Figura 18: Esquema de la reduccién secuencial respiratoria mitocondrial se origina la forma

del oxigeno molecular para dar lugar a las

" - ) . anidnica radical denominada superoxido (O;~
principales especies reactivas del oxigeno (ROS).

) (figura 18).
El anién superdxido genera especies mas reactivas que él mismo. Por un lado reacciona
rapidamente con el éxido nitrico (NO) para formar peroxinitrito (ONOO), que produce
a su vez numerosas especies nocivas en condiciones fisioldgicas. Por otro lado, puede
dismutarse y generar peroxido de hidréogeno (H,0O,) como subproducto, el cual en
presencia de iones metalicos, principalmente hierro, genera el radical hidroxilo (OH)
mediante la denominada reaccion de Fenton:
H,0; + Fe’* — Fe’"+ OH + OH"

Las caracteristicas del anion superéxido (O,7) y del peroxido de hidrégeno (H,05,)
hacen que sean, probablemente, las ROS méas importantes en sefalizacion celular. El
superodxido (O,7) es un radical con una elevada reactividad, aunque muy por debajo del

peréxido de hidrégeno (H,0,) y del hidroxilo (OH). Presenta carga negativa a PH
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fisioldgico, lo que hace que su difusion a través de las membranas sea lenta”****. El

peréxido de hidrogeno (H,0;) es una molécula sin carga, no un radical, y presenta un
cierto caracter apolar, de manera que es una molécula con una vida media
moderadamente larga y es capaz de difundir a través de las membranas bioldgicas e
inducir la formacion del radical hidroxilo (OH) en puntos alejados de su lugar de
. 310 . . . : . / . . ’
origen®~". El radical hidroxilo (OH) es altamente oxidante y contra él no existe ningun
detoxificador enzimatico, por ello es importante eliminar rdpidamente las ROS de las
células antes de que se produzca este radical, de aqui la importancia de los

correspondientes mecanismos de defensa antioxidante.

6.3. Defensa antioxidante frente a las ROS.

Numerosos estudios describen como la acumulacién de las ROS en el
organismo puede provocar dafios en la estructura y funcién celular mediante la
degradacion oxidativa de acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos o azUcares y lipidos.
Del mismo modo, estd mas que demostrada su participacién en mayor o menor grado
en el envejecimiento, en algunas formas de cancer, en la ateroesclerosis, en
enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares, asi como en patologias que
implican procesos inflamatorios cronicos como las artritis reumatoides vy
psoriaticas>*¥?*3,

Por este motivo los organismos han desarrollado un sistema de defensa frente a
la toxicidad de los radicales libres. Se define como antioxidante a cualquier sustancia
generada por la propia célula o incorporada en la dieta que, en bajas concentraciones
respecto al sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la oxidacion de este
sustrato. Como sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas
organicas o inorganicas que se encuentran en las células, tales como proteinas, lipidos,
carbohidratos y ADN**°,

Los antioxidantes al interaccionar con un radical libre le ceden un electrén,
oxidandose a su vez y transformandose luego en un radical libre débil no toxico,
sacrificando asi su propia estabilidad electrénica; como éstos interactian mas
rapidamente con los radicales libres que con el resto de moléculas presentes, impiden
gue otras moléculas se unan al oxigeno molecular.

Los sistemas de defensa antioxidante en el organismo pueden clasificarse en

dos grupos: sistemas de defensa enzimaticos y sistemas de defensa no enzimaticos. El
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sistema antioxidante enzimatico esta basado en un complejo de defensa que incluye a
la superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), tiorredoxina
reductasa y glutation reductasa (GR). El objetivo es la dismutacion del radical O," en
H,0O,, cuya acumulacién se evita al ser transformado en agua y oxigeno molecular,
consumiendo glutatién (GSH) y NADPH" (figura 19)*1.

Los antioxidantes no enzimaticos llamados depuradores o neutralizadores de
radicales libres (del inglés scavenger), también son esenciales ya que actian cuando el
sistema enzimatico estd saturado o cuando éste estd ausente, y se trata de pequefas
moléculas que pueden ser hidrosolubles, localizadas en los fluidos, como el glutatién o

la vitamina C, o liposolubles, localizadas en las membranas celulares, como la vitamina

E352
Defensa antioxidante &
2
1.- Antioxidantes enzimaticos: Reaccion enzimatica DEFENSAS / e »H,0
Superéxido dismutasa (SOD) 20, + 24—+ H0,+0, ANTIOXIDANTES f
. ) 2GSH + H,0,—» 2GSH + H,0 /,j/
Clutadn peraddeiaa (3Fx) 2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0 catalasa /~ GPX_—* HO
Catalasa (CAT) T 7 /Be
e
ioxi imati i6 O e 7
2.- Antioxidantes no enzimaticos: Glutacion Cofactores M /S / GSSG
N-acetil-L-cisteina Cobt flavin / / GSH
Vitamina E Zci'n:;e oxidasas / A Vitamina E
Vitamina C Manganeso f,/ Quelantes  / L-cisteina |
oeneima O Hierro e | / (NAC) |
Carotenoides Selenio — SOD Quinonas |
Flavonoides “_" — |
- . Fe, Cul” 2y |
3.- Preventivos: T’?Qf,f?.ﬁ;"a [/ \ LESION
Ceruloplasmina . ey " Lesiones al DNA /
Albumina NO: ————— peroxinitrito — / Peroxidacion lipidica
Bilirrubina Radiaciones ionizantes " s p
Metalotioneina Ho —— Oxidacion de proteinas
Acido urico

Figura 19: Esquema de las principales defensas antioxidantes y lesiones a biomoléculas.

De todos los antioxidantes no enzimaticos, son especialmente importantes para
este trabajo el glutation (GSH) y la N-acetil-L-cisteina (NAC). El glutation es un péptido
compuesto por tres aminoacidos: y-L-glutamina, L-cisteina y glicina, y su proteccion
frente al dafio causado por sustancias oxidantes como los radicales libres, se debe al
grupo sulfhidrilo (-SH) de la L-cisteina que puede tomar o ceder electrones. Es el mayor
componente sulfhidrilo (-SH) no proteico en las células de mamiferos, con importantes
funciones bioldgicas no sélo en la proteccidn celular contra la oxidacion, sino también
en la proliferacion celular, en el transporte de aminoéacidos, en la sintesis de proteinas y
de ADN*>,

El glutation puede encontrarse en dos formas redox: el glutation reducido (GSH)
y el glutation oxidado (GSSG), formado por dos GSH unidos por un puente disulfuro. El
glutatiéon se puede considerar como un tampén redox, protegiendo los grupos

sulfhidrilo de las proteinas, manteniendo el hierro del grupo hemo en forma de hierro II
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y eliminando los perdxidos toxicos. En situaciones de estrés oxidativo, el GSH elimina el
exceso de radicales libres intracelulares mediante la oxidacion del grupo sulfhidrilo de
su residuo de cisteina, generdndose GSSG que posteriormente se reduce a GSH por la
glutatidn reductasa, ya que la acumulacién de GSSG tiene efectos toxicos para la célula
puesto que puede inactivar enzimas (figura 20). De este modo el cociente GSH/GSSG
intracelular se puede utilizar como un indicador del estrés oxidativo celular®>”.

Determinadas situaciones fisiopatoldgicas que se caracterizan por presentar
bajos niveles intracelulares de GSH, requieren la administracién de un precursor de su
sintesis como la N-acetil-L-cisteina (NAC), ya que el GSH no tiene transportadores
especificos para su importacidén y necesariamente debe ser sintetizado dentro de las
células®>3°¢,

La N-acetil-L-cisteina (NAC) es el derivado N-acetilado del aminoacido natural
cisteina, que actia como un neutralizador de radicales libre evitando la oxidacién de
importantes moléculas estructurales y funcionales. Esto lo consigue mediante efectos
directos a través de su grupo sulfhidrilo (-SH) libre que actia como un potente agente
reductor, por medio de la estimulacién de la sintesis del glutation, ya que la N-acetil-L-
cisteina (NAC) puede ser desacetilada intracelularmente para dar lugar al aminoéacido L-
cisteina, limitante en la sintesis del glutation, que junto con los aminoacidos glicina y

glutamina forman la base para su biosintesis dentro de las células®’3>%3,

H.O Glutatién reducido NADP+ Glucosa-6-fosfato
L (GSH)

CICLO DE
OXIDO-REDUCCION
DEL GLUTATION

Glutatién oxidado NADPH +H+ 6-fosfogluconato

g o (GSSG)

Figura 20: Ciclo de o6xido-reduccién del glutation. GPx: glutation peroxidasa, GR: glutation reductasa; G6FD:

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

6.4. Fuentes celulares de las ROS

Las ROS no soélo proceden de fuentes exdgenas (radiaciones ultravioleta e
ionizantes, contaminantes, etcétera), sino que las propias células generan ROS tanto
activamente como en forma de subproductos derivados de procesos bioldgicos

relevantes.
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Como se ha explicado en detalle en el capitulo anterior, la mitocondria es la
principal fuente celular del anién superoxido (O,") pero no la Unica, ya que en las
membranas celulares también se generan las especies reactivas del anion superéxido
(02"), perdxido de hidrégeno (H,05), oxigeno singlete t0,) y acido hipocloroso (HCIO)
mediante la accion de las enzimas NADPH oxidasa (Nox), de las que ya se ha hablado
en el capitulo 4 de la introduccidn, la mieloperoxidasa y xantina oxidasa; otras enzimas
como la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa también generan ROS durante la sintesis de
leucotrienos, tromboxanos y prostaglandinas®®®3°".

En el reticulo endoplasmatico también se produce anién superdxido (O,7) y
perdxido de hidrégeno (H,0,), por la autooxidacién de la flavoproteina NADPH
citocromo P-450 reductasa y el citocromo P-450. Asi mismo, las monooxigenasas de
funcién mixta, proporcionan otra fuente importante de anién superéxido (0,7)*%.

En el citoplasma se encuentran enzimas como la xantina oxidasa y la aldehido
deshidrogenasa que durante sus ciclos cataliticos generan ROS como subproductos®,

y pequefas moléculas solubles, como catecolaminas, flavinas y tioles, que mediante

procesos de autooxidacion reducen el oxigeno®*.

6.5. La sefializacién celular por ROS
Tradicionalmente las especies reactivas del oxigeno (ROS) han sido consideradas como
productos téxicos pero inevitables del metabolismo celular aerébico; sin embargo, cada
vez mas estudios sugieren que las ROS

pueden ser beneficiosas ya que todas

proliferacion

estado basal
estrés oxidativo

las  células  aerodbicas necesitan

detencion del

crecimiento
(dafios oxidativos)

forzosamente la presencia continua de

proliferacion

detencién del

crecimiento

(quiescencia
D

6,/6)

ciertos niveles de ROS para mantenerse

‘apoptosis / necrosis

vivas. Muchas de ellas son necesarias

. concentracién intracelular de ROS i
para llevar a cabo varios procesos

biolégicos como son la defensa frente  Figura 21: Representacién de la relacién entre los niveles

. . , , intracelulares de ROS y la proliferacion celular®,
a virus, bacterias y células anomalas

365,366

mediante su liberacion por los neutréfilos , la vasodilatacion de la circulacién

|367,368

cerebra y la regulacién de diversas actividades enzimaticas, participando en

sistemas de transduccion de sefales y actuando como segundos mensajeros.
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El comportamiento celular frente a las ROS presenta un gradiente muy bien
definido (figura 21)**°. Concentraciones muy bajas de ROS no tienen ningln efecto
sobre el metabolismo celular al ser tamponadas por el potencial reductor celular; sin
embargo, conforme se va incrementando la concentracion de ROS se produce un
aumento en la proliferacion celular, muy documentado en multitud de lineas
celulares®’0371372373374375376317378 g\ 1nerado un cierto umbral, el efecto oxidante de las
ROS empieza a interferir con los sistemas de sefalizacion celular, para terminar
generando dafio a concentraciones mayores. A partir de este punto la respuesta celular
dependerd, no sélo de la concentracién de las ROS, sino también del potencial reductor
celular disponible. Conforme aumenta el potencial oxidante se producira la activacién
de la respuesta al estrés oxidativo, la salida del ciclo celular y la reparacion del dafio,
con una posible entrada en la etapa de diferenciacién terminal o senescencia, activacion
del programa apoptético o, incluso, necrosis 379348380381

Tanto el anion superdxido (O,7) como el perdxido de hidrogeno (H,0,), actlan
como sefializadores modulando el estado redox local y general de la célula®®?3%338438>
Esto lo consiguen provocando cambios reversibles en determinadas proteinas a bajas
concentraciones (sefializacién celular), mientras que generan un dafio irreversible a
concentraciones mas elevadas (estrés oxidativo). Actualmente se conocen muchos tipos
de proteinas que estan reguladas funcionalmente por la oxido-reduccién de sus
cisteinas situadas en el centro catalitico o funcional de éstas. Las ROS oxidan el grupo
tiol o sulfhidrilo (-SH) de la cisteina en varias etapas: la primera oxidacién a &cido
sulfénico (-SOH) es reversible y dependiente de GSH; sin embargo, la siguiente
oxidaciéon a éacidos sulfinico y sulfénico (-SO,H y -SO3H) por el aumento en la
concentracion de ROS, es irreversible. Esta oxidacidon excesiva inactiva de forma
permanente al enzima o provoca un cambio estructural deletéreo®.

Muchos tipos de canales y bombas idnicos (K*, Na*, CI', Ca’") se encuentran
regulados por este mecanismo. Concretamente, el caso del Ca®* es muy notable, pues
actua también como segundo mensajero en multitud de rutas de sefializacion. Existe
una relacion sélida entre la sefalizacién por el Ca** y las ROS, ya que el aumento en la
concentracion de Ca* citoplasmatico refuerza la sefial por ROS y viceversa®’.

Otro ejemplo de regulacion enzimatica a través de las ROS se encuentra en la
proteina quinasa C (PKC). Las cisteinas localizadas en el dominio regulador de la

proteina son mas susceptibles de oxidacion que las cisteinas del dominio catalitico.
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Cuando las cisteinas reguladoras son oxidadas a sulfénico, la PKC se activa. Si la
concentracion de ROS es tal que también se oxidan las cisteinas cataliticas, el enzima se
inactiva®®,

Este mecanismo de regulacion redox también se observa en algunos factores de
transcripcion (AP-1, NF-kB) que presentan cisteinas en sus dominios de union a la
cromatina. Es necesario que las cisteinas de estos dominios estén reducidas para poder
acceder a las secuencias de ADN®.

La inhibicion reversible de las proteina tirosina fosfatasas PTPs es uno de los
mecanismos mas importantes de sefalizacion celular por ROS, comentada
anteriormente por su participacion en la sefializacién hipertréfica (capitulo 4). Las PTPs
representan un conjunto de enzimas cuya funcién es la de eliminar el grupo fosfato
unido a un residuo de tirosina de otra proteina. Para ello tienen una cisteina catalitica,
imprescindible para realizar esta funcion, cuyo grupo sulfhidrilo estd ionizado a pH
fisiologico, presentandose como anion S'. En estas circunstancias el grupo sulfhidrilo es
extremadamente sensible a la oxidacion por superdxido (O,7) o por peroxido de
hidrégeno (H,0,)**%*. La oxidacion parcial produce primero 4cido sulfénico (reversible
por GSH) y, ante un exceso de ROS, acidos sulfinico y sulfonico (irreversibles)
392,393,384,394.

Dado que las PTPs eliminan los fosfatos unidos a tirosinas, su funcion es la
opuesta a la familia de enzimas denominadas tirosina quinasas (TyrKs), de modo que
actian como antagonistas en las rutas de sefializacion iniciadas por los receptores de
membrana RTyrKs. Esta funcidn es necesaria, no sélo para modular adecuadamente la
sefializacion en presencia de un ligando, sino también porque los RTyrK presentan una
cierta tasa de auto-activacion en ausencia de su ligando*%*%*,

Tras su activacion, los RTyrKs sefalizan rutas de supervivencia y proliferacion.
Una de estas rutas implica a la quinasa Src, que una vez fosforilada activa a Rac, la cual
se une a la membrana citoplasmatica y activa al complejo NOX. El peroxido de
hidrogeno (H,0,) generado por NOX difunde al citoplasma y oxida a la cisteina
catalitica de muchas PTPs. Esta oxidacién inactiva a las PTPs, lo que refuerza las sefiales
desde los receptores RTyrKs. De este modo, es posible asociar causalmente la
generacion de ROS en el complejo NOX con la activacién de algunos receptores de
membrana. Esta produccion de ROS tendria una funcién reforzadora de las sefales que

se han iniciado en los receptores RTyrKs. Posteriormente la actividad catalitica de las
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PTPs se puede recuperar con la reduccion del grupo sulfenilo a sulfhidrico a través del
GSH395'396'397'398.

Asimismo, cada vez estd mas aceptado que las ROS tienen el potencial de
afectar a vias de sefalizacién cruciales para muchos procesos biolégicos como el
crecimiento, la proliferacién, la motilidad, asi como la supervivencia celular. Una de
estas vias de sefalizacién, la PI3K/AKT, es especialmente importante para este trabajo.
Los primeros estudios en esta via mostraban como el tratamiento con ROS conducia a
la activacion de la sefializacion PI3K/AKT?#%400401402403 "F| mecanismo propuesto implica
la inhibicién de la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN), que desempefia
un papel clave en la disminucion de la sefializacion PI3K/AKT**44%54% PTEN contiene un
residuo de cisteina altamente reactivo en su sitio catalitico que es susceptible a la
oxidacion por ROS. Esta oxidacién inactiva la fosfatasa impidiendo la inhibicion de la via

PI3K/AKT**"4%  Ademas, la fosfoproteina fosfatasa 2A (PP2A) que participa en la

409 410,411
T N

desfosforilacion de AKT™, también puede ser inactivada por RO , aunque todavia
no se ha descrito cdmo la inactivacion oxidativa de PP2A participa en la activacién de la
sefializacion de AKT.

Sin embargo, en esta Ultima década cada vez mas estudios demuestran que las
ROS no solo pueden activar esta via, sino que también la inhiben a través de la
oxidacion reversible de AKT*2413414415

AKT se activa mediante una fosforilacién en los residuos de Thr308 y Ser473*¢,
pero la estructura del dominio quinasa de AKT2 inactiva, perteneciente a la familia de
proteina quinasas B, muestra que en el bucle de activacién de AKT2, la Cys297 puede
formar un enlace disulfuro con la Cys311, lo que significa que AKT es sensible a una
oxidacién reversible por un agente reductor*”’. En cardiomiocitos de rata HIC2 se ha
demostrado que la formacién de este enlace disulfuro es inducida por el tratamiento
con peroxido de hidrégeno (H,0,), y se ha propuesto que esta oxidaciéon aumenta la
interaccion entre la AKT oxidada y la fosfatasa PP2A, lo que conduce a la
desfosforilacion de AKT*>. In vivo, un estudio apoya esta hipotesis al demostrar que la
oxidacion de AKT en el mesencéfalo de ratdn estad asociada con la disminucion en la
fosforilacion de AKT**?. Parece que AKT es mas sensible a la oxidacion que las otras dos
proteinas de esta via que también tienen una regulacién redox, PTEN y PP2A; de

manera que niveles bajos de un estrés oxidativo crénico causan la oxidaciéon de AKT y

disminuyen su fosforilacion por PP2A, pero no provocan la oxidacion de PTEN o PP2A,
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mientras que niveles mucho mas altos de estrés oxidativo, oxidan y bloquean la
actividad de PTEN y PP2A, promoviendo la fosforilacién de AKT y activando la via de
supervivencia PI3K/AKT*%,

Estos estudios proporcionan una vision mucho mas completa de los efectos del
estrés oxidativo en una via de sefalizacion, e indican que las diferencias en la
sensibilidad de las proteinas de una misma via de sefalizacién a diferentes niveles de
ROS, puede afectar diferencialmente a la fosforilacion de estas proteinas, resultando en
la activacion o inhibicién de la via dependiendo del tipo de tratamiento o naturaleza de
las ROS, de la intensidad del estrés oxidativo alcanzado con el tratamiento y del tipo

celular utilizado en la investigacién.

6.6. Regulacion redox del ciclo celular

Existe una estrecha relacion entre los procesos que controlan el estado redox
celular y los procesos que controlan la progresion del ciclo celular**®*?°. Numerosos
trabajos demuestran que las células en fase de crecimiento presentan un estado redox
mas reducido, mientras que las que no se dividen o estan diferenciadas tienen un
estado mas oxidante. Ademas, se observan diferencias entre las distintas fases por las
que transcurre la division celular, con niveles mas oxidantes en G1 y mas reducidos en
G2-M (figura 22)**3824%2 A |o largo de la fase G1 se adquiere un estado prooxidante
debido a la generacién de ROS por el metabolismo celular, la interaccién receptor-
ligando de factores de crecimiento y otras fuentes exdgenas. Este cambio transitorio del
balance redox intracelular hacia un ambiente prooxidativo podria modificar el estado
redox de proteinas reguladoras del ciclo celular que determinan el avance G1-S.
Conforme se avanza por la fase S y G2-M el balance redox tiende hacia condiciones mas
reductoras, posiblemente porque asi se disminuye la probabilidad de generar dafo
oxidativo en el material genético durante su duplicacién en la fase $***. Una vez pasada
la fase de sintesis, el potencial redox toma valores cada vez mas negativos (reductores)
hasta alcanzar un minimo en la fase M, confirmando asi que existe un ciclo redox

vinculado fisiolégicamente al ciclo de division celular.

sefiales G 1 sefiales S GZ M
antiproliferativas mitogénicas
%
/8

antioxidantes oxidantes

Figura 22: Representacién esquematica del control redox del ciclo celular.
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La transicion G1-S parece el punto de regulacion redox por excelencia durante
el ciclo celular. Tras la estimulacidon mitogénica, las primeras ciclinas activadas en G1 son
las de tipo D, que se asocian con las quinasas dependientes de ciclina Cdk4/6. Se ha
descrito que las modificaciones redox de la propia ciclina D1 regulan sus niveles de
expresién, ya que contiene dos sitios de fosforilacion (Thr286 y Thr288) que controlan

su degradacion por el proteosoma*?#%

, Y que podrian quedar expuestos a las quinasas
correspondientes gracias a los cambios conformacionales provocados por la oxidacién
o reduccién de un residuo de cisteina en la posicion 285*%. Como las ciclinas regulan
positivamente las actividades de las Cdks, cabe esperar que los cambios redox en los
niveles de la ciclina D1 afecten a Cdk4/6. Por otro lado, también se sabe que la region
promotora del gen de la ciclina D1 presenta sitios de unidén para factores de
transcripcion sensibles al estado redox celular como NF-kB o Spl (del inglés specificity
protein 1)*%.

Numerosos estudios apoyan la idea de que existe un umbral en los niveles de
ROS que condiciona su funcién: concentraciones inferiores al umbral son estimuladoras
del crecimiento, mientras que concentraciones superiores son deletéreas. Aln mas,
estos estudios también sugieren que podria haber un mecanismo de retroalimentacién
que une estrechamente a las proteinas reguladoras del ciclo celular y las enzimas con
actividad antioxidante, contribuyendo al mantenimiento de unas condiciones redox
idoneas para la proliferacién.

Por tanto, debe haber un valor umbral de potencial redox intracelular, por
debajo del cual algunas proteinas reguladoras del ciclo celular se encuentren
fosforiladas, entre ellas pRB. La fosforilacién de pRB permite la liberacion del factor de
transcripcion E2F haciendo posible la expresidon de genes requeridos para entrar en la
fase S del ciclo celular, entre ellos los de la ciclina E. No se ha determinado aun si las
ciclinas E, como las D, se ven afectadas por las fluctuaciones en el estado redox
intracelular™.

En las fases G2 y M, la quinasa Cdkl desempefia un papel fundamental
permitiendo que la célula entre y progrese en la mitosis. Se ha demostrado que Cdk1l
fosforila e inhibe la actividad de una tiorredoxina peroxidasa llamada peroxirredoxina I,

provocando una acumulacién de H,0, que parece ser necesaria para la transiciéon de

G2-M*?’,
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Los inhibidores de quinasas dependientes de ciclina (CKIs), también parecen
estar sujetos a una posible regulaciéon redox. En células de fibroblastos embrionales de
raton NIH-3T3, dosis subletales de H,O, inducen su detencion en G1 asociada con un
incremento en la expresion de p21*%. La sobreexpresién de p21 provoca senescencia en
diversos tipos celulares, si bien este proceso puede inhibirse con antioxidantes**’. Estos
estudios sugieren que la expresion de p21 es sensible tanto a elementos antioxidantes
como prooxidantes, lo que indica que el balance redox condiciona el mantenimiento de
unos niveles apropiados de p21 durante el ciclo celular.

Cdc25 es una familia de fosfatasas con residuos de cisteina en sus sitios activos,
que participan en la activacion del complejo Ciclina A/B-Cdk1 y Ciclina E-Cdk2. Estudios
in vitro con proteinas Cdc25 purificadas demuestran que su actividad enzimatica
requiere la presencia de un agente reductor como el ditiotreitol (DTT)*°. Dado el
caracter reactivo intrinseco de las cisteinas y el hecho de que su forma oxidada
sulfénica Cys-SOH es enzimaticamente inactiva, cabria pensar que los miembros de esta

familia estan regulados por el estado redox intracelular®!

. En células Hela se ha
comprobado que la exposicion a H,0, altera la funcion de Cdc25C provocando la
formacién de un puente disulfuro en la proteina, induciendo su unién a las proteinas
14-3-3y su posterior degradacion®?.

Todos estos resultados indican que las células pueden oponerse rapidamente a
sefiales proliferativas mediante modificaciones redox, sin el retraso que implica la
expresion de inhibidores del avance del ciclo celular. Restaurar la actividad de los
reguladores del ciclo celular Unicamente requiere la reduccion de tioles especificamente
oxidados a través de la activaciéon de las defensas antioxidantes. Como resultado, la
proliferacion celular esta estrechamente acoplada con el sistema redox celular, de tal

manera que la division celular sélo tiene lugar bajo condiciones que aseguran una alta

fidelidad en la replicacién del ADN y la mitosis.
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7. Caracterizacién y funcién de la endonucleasa G

7.1. Estructura de ENDOG

El trabajo presentado en esta tesis gira en torno a la endonucleasa G, siendo el
centro que promueve y determina la investigacion que sera presentada. Por su
importancia para el entendimiento de este estudio realizado, vamos a profundizar en
este capitulo en aspectos relacionados con su estructura y funcién bioldgica.

La endonucleasa G (ENDOG) pertenece a la superfamilia de nucleasas no
especificas con motivos BBa de unién al metal que ha sido identificada en muchos
organismos modelo como C. elegans, S. cerevisiae, Mus musculus'y Homo sapiens,
entre otros. Se trata de una proteina mitocondrial codificada por el genoma nuclear,
que se traduce como un pro-péptido de 33 kDa con una sefial de localizacion
mitocondrial (MLS) en su extremo amino terminal y que es procesada posteriormente a
una proteina madura de 26 kDa tras su translocacion a la mitocondria®****, localizada
por algunos autores en el espacio intermembrana®’ y, por otros, en la membrana
mitocondrial interna y la matriz mitocondrial*®.

En 1995 el grupo de Gerschenson demostraba que la nucleasa conocida como
ENDOG, observada en el nucleo de células de mamiferos, era la misma nucleasa que
habia sido descrita como la “ADNasa principal de la mitocondria” detectada en los afios

437,438,439. Estas

60 en preparaciones de mitocondrias aisladas de higado de rata
demostraciones estan basadas tanto en la identidad de secuencia entre ambas, como
en sus propiedades bioquimicas y en la especificidad a la hora de atacar una secuencia
de nucledtidos™.

ENDOG recibe su nombre por su actividad nucleasa en secuencias (dG),.(dC),
de &cidos nucleicos de cadena sencilla (ADNss y ARN) y de doble cadena (ADNds o
hibridos ADN:ARN) en los que genera un corte, preferentemente en moléculas de
simple cadena. Presenta un motivo DRGH que contiene diversos residuos importantes
para la catélisis y entre los que destaca la histidina (His143), que se comporta como una
base general activando una de las aguas que hidratan a un catién metalico situado en el
centro activo, llevandose a cabo el ataque nucleofilico sobre el atomo de fosforo del
ADN. Su actividad es por tanto dependiente de la presencia de ciertos cationes
divalentes como el Mg el Mn*? o el Co™ y se inhibe en presencia de cationes

monovalentes como el K* o el Na’. El residuo de asparagina (Asn174) de su centro

catalitico es importante para el proceso catalitico, mientras que los residuos de arginina
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(Arg135, Argl4l, Argl86) son importantes en la especificidad por una determinada
secuencia de nucleétidos o en la unién a un sustrato **#42443,

Aunque numerosos estudios bioquimicos han permitido conocer cdbmo actia
ENDOG sobre sus sustratos, todavia hoy se siguen estudiando las posibles funciones
biolégicas de esta nucleasa, que se expresa de forma ubicua en todos los tejidos, y de la
que se ha investigado principalmente en el contexto de la muerte celular programada
como una de las ejecutoras de la degradacién del ADN gendmico; sin embargo, cada
vez mas, surgen nuevos estudios que implican a ENDOG en funciones vitales para la

célula, como son la proliferacion celular, la recombinacion del ADNn y ADNmit, asi

como la replicacién y reparacion del ADNmit.

7.2. Funcién biolégica de ENDOG
7.2.1. En el proceso apoptoético

Los primeros estudios mostraron que ENDOG era capaz de inducir la
fragmentacién del ADN nucleosomal bajo un estimulo apoptético mediante su
translocaciéon desde la mitocondria hasta el nucleo en fibroblastos de ratones nulos
para la principal nucleasa apoptética, CAD*™*. Resultados similares se observaron de
forma independiente en mitocondrias aisladas de higado de ratéon** y en C elegans*®.
Ademas, la persistencia de esta fragmentacion inducida por radiacion ultravioleta en
fibroblastos de ratones deficientes en CAD tratados con un inhibidor de caspasas,
sugiri6 que esta degradacién gendmica se producia por una via que implicaba a
ENDOG y en la que no participaban las caspasas**. Resultados posteriores confirmaron,
o bien pusieron en duda, si la funcién apoptoética de ENDOG era caspasa dependiente o
independiente. En las células humanas Hela el tratamiento con un estimulo
proapoptético junto con un inhibidor de caspasas impedia la liberacién de ENDOG y de
AIF de la mitocondria, indicando que dicha liberacion también se podia producir de
forma dependiente de caspasas™’. Resultados de este mismo grupo también mostraron
que tanto la liberacion de ENDOG como de AIF al citosol era posterior a la liberacion de
citocromo C, Smac/Diablo y HtrA2/Omi. Segun la interpretacion de estos autores, la
salida del citocromo C al citosol promoveria la activacion de las caspasas, y estas serian
las responsables de la liberacion de otros factores mitocondriales, entre ellos ENDOG*.
A esto se sumd que en ratones el gen de £ndog se encuentra solapado con otro gen de
funcion desconocida, y cuando se elimina Unica y exclusivamente el gen de £ndog, el

ratdn nulo generado se desarrolla hasta la edad adulta sin defectos obvios y sufre un
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proceso normal de apoptosis en células del bazo (esplenocitos) y en fibroblastos
embrionarios de ratén (MEFs) ante una gran variedad de estimulos apoptoticos
aplicados, indicando que el papel de ENDOG no es imprescindible en la apoptosis y en
la embriogénesis™®43¢.

Los resultados obtenidos por nuestro grupo en esta Ultima década arrojan luz
sobre la funcion apoptdtica de ENDOG y ayudan a interpretar los datos discordantes
obtenidos por los diferentes grupos.

Los principales genes reguladores de la muerte celular dependiente de caspasas,
asi como las propias caspasas ejecutoras, se expresan en el corazén, cerebro e higado
embrionarios, pero se silencian durante el desarrollo postnatal, especialmente en el
corazén y el cerebro*®**. Este hecho tiene importantes consecuencias para el correcto
entendimiento del mecanismo implicado en la muerte celular de los cardiomiocitos y
neuronas postmitéticas. La muerte de cardiomiocitos embrionarios inducida por un
tratamiento con drogas citotdxicas (estaurosporina) o isquemia experimental implica la
activacion de caspasas y sigue un patrén morfoldégico apoptdtico, mientras que los
cardiomiocitos diferenciados postmitéticos siguen un proceso de muerte celular que es
independiente de caspasas, adoptando una morfologia no apoptética que incluye la
condensacion nuclear™. Es la progresiva represion de la actividad de las caspasas la
que permite explicar el cambio de una muerte celular dependiente de caspasas a otra
independiente durante el desarrollo postnatal del corazén.

En cardiomiocitos neonatales de rata con un tratamiento de isquemia
experimental, BNIP3 desencadena la salida de ENDOG de la mitocondria, que se libera
junto al citocromo C y AIF, produciéndose la muerte celular independiente de caspasas
del cardiomiocito® ENDOG es el mayor responsable de la degradacion del ADN en
cardiomiocitos isquémicos, y tal y como indican los resultados de nuestro grupo, su
expresion aumenta en el miocardio durante el desarrollo y diferenciacion,
contrariamente a lo que ocurre con las caspasas y la mayoria de genes apoptéticos cuya
expresion decae progresivamente conforme transcurre el desarrollo del corazén®®4%;
de manera que, la fragmentacion del ADN nucleosomal con un tratamiento de isquemia
experimental o estauroesporina en cardiomiocitos embrionales, se produce a través de
un mecanismo dependiente de caspasas, mientras que en cardiomiocitos postmitoticos
este mecanismo es independiente de caspasas, a través de ENDOG como principal

nucleasa ejecutora del proceso apoptético®*>2.
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La gran mayoria de los experimentos realizados que adjudican un mecanismo
dependiente de caspasas a la accion apoptotica de ENDOG han sido realizados /n vitro,
y en todos ellos se han utilizado modelos celulares donde la degradacién del ADN es
dependiente de caspasas, cuando nuestros resultados indican que la actividad de
ENDOG es solo relevante en la muerte celular que es caspasa independiente. Asimismo,
el anélisis de la apoptosis en ratones nulos para ENDOG se ha realizado en células del
bazo (esplenocitos) y fibroblastos embrionarios de raton (MEFs) que expresan CAD y
mueren por un mecanismo caspasa dependiente, enmascarando de este modo
cualquier efecto debido a la falta de ENDOG. De hecho, los MEFs de ratones nulos para
CAD que no sufren una degradacién del ADN por la actividad de la caspasa 3, muestran

una fragmentacion que es caspasa independiente®?.

7.2.2. En la proliferacién celular

ENDOG también parece ser importante para la proliferacion celular tanto en C
elegans, como en levaduras y células de mamiferos. En C elegans, la disminucién de los
niveles del homdlogo de ENDOG, CPS6, provoca un retraso en el crecimiento celular
durante el desarrollo del nematodo**. Del mismo modo, la delecién del homélogo de
ENDOG, NUC1, en levaduras que crecen en medios fermentables sensibiliza a las células
a la muerte celular por estimulos apoptéticos como el peroxido de hidrogeno, y
conduce a una disminucién significativa de la supervivencia celular incluso en ausencia
de estos estimulos*™”. La falta de ENDOG provoca una reduccion de la proliferacion en
levaduras que se caracteriza por una acumulacién de células en la fase G2-M del ciclo
celular®™®. También en células endoteliales humanas, células embrionarias (293T) y
epiteliales (Vero) de rindn humano, la reduccion de la expresién de ENDOG conduce a
una disminucion de la proliferacion y a una acumulacion de células en la fase G2-M del
ciclo celular, pudiendo revertirse este fenotipo mediante la expresién exdgena de
ENDOG"**® sin embargo, atin no se ha descrito cémo la funcién comprometida de
ENDOG en estas células lleva al efecto fisiolégico observado, el retraso en la
proliferacién celular, que para algunos de estos autores sugiere una acumulacién de
ADN dafado y una funcién de ENDOG en los procesos de recombinacién, reparacion

y/o replicaciéon del ADN, todavia no demostrados.
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7.2.3. En la recombinacién del ADNn y ADNmit

En cuanto a los trabajos acerca de la posible participacién de ENDOG en el
proceso de recombinacion, destacan los realizados en levaduras®’ y en el hongo
Neurospora crassa*™, en los que se demuestra que ambas nucleasas presentan ademas
de la actividad endonucleasa, una actividad 5’ exonucleasa capaz de crear regiones de
cadena sencilla requeridas para que se pueda producir la recombinacién homodloga. La
nucleasa ENDOG de mamiferos, por su parte, carece de esta actividad exonucleasa, y su
papel en recombinacién no estd nada claro, si bien es cierto que existen ciertos trabajos
que sugieren su participacion en este proceso. Por un lado, se ha demostrado que
ENDOG es la Unica enzima celular aislada de células Hela capaz de producir cortes de
doble cadena en la secuencia de recombinacion o del virus herpes simple 1 (HSV-1),
secuencia responsable de la inversién que se produce durante la replicacién del ADN de
este virus™®; por otro lado, se ha demostrado que el silenciamiento de ENDOG en
células humanas Vero resulta en una disminucién en la secuencia de recombinacion a
del virus herpes simple 1 (HSV-1), implicando directamente a ENDOG en este
proceso®>. Mas recientemente, ENDOG ha sido identificado como una de las enzimas
involucradas en el proceso de recombinacién del cambio de clase de las
inmunoglobulinas (CSR) en células B de raton, mecanismo biolégico que hace cambiar
al anticuerpo de una clase a otra®®. La acciéon de ENDOG para introducir cortes en el
ADN de doble cadena (dsDNA) en las regiones de recombinacion proximas a los genes
Ch es necesaria para un proceso CSR eficiente, ya que se ha demostrado que este
proceso se reduce en células B de ratones nulos para ENDOG, y esta disminucidon no
esta relacionada con ningiin cambio apoptético en las células B*°. También se ha
identificado a la nucleasa ENDOG como una parte critica de los reordenamientos en el
gen de la leucemia mieloide/linfoide (MLL), que se producen para solucionar el bloqueo
de las horquillas de replicacién en sitios particularmente dificiles de evitar. Los
reordenamientos en el gen MLL son frecuentes en la leucemia aguda infantil y se
asocian con un mal pronodstico. Los mecanismos subyacentes que conducen a la
formacion de éstos son poco conocidos, pero se ha demostrado que la estructura
secundaria formada permite el reconocimiento por parte de ENDOG, que introduce un
corte para iniciar un proceso de reparacion por recombinacién en un intento de rescatar

la horquilla estancada™".
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La evidencia indirecta de la participacién de ENDOG en la recombinacién
homodloga proviene de las observaciones de que la disminucién o atenuacion de la
expresion de esta nucleasa da lugar a una eliminacién casi completa de la poliploidia
tanto en las levaduras como en las células de mamiferos®®*?. La poliploidizacion se
asocia con la inestabilidad gendmica y se reconoce como un precursor de la
aneuploidia en el cancer®®®. La supervivencia en células poliploides es mucho mas
dependiente de la recombinacién homologa que en células diploides o haploides, como
se ha demostrado mediante la identificacion de los genes que intervienen en este
proceso. Curiosamente, la delecion de NUC1 en levadura disminuye la abundancia del
fenotipo poliploide de un 20% en la poblacidn inicial en crecimiento a menos del 1%,
De manera similar, la eliminacion de ENDOG, tanto en células endoteliales humanas
como en lineas celulares de cancer de colon humano, da lugar a la muerte especifica de
células tetraploides®®. Estas observaciones indican que ENDOG participa en el
mantenimiento del genoma por recombinacién homdloga. Sin embargo, no hay
suficientes estudios actualmente para tener una confirmacion definitiva de su papel en

este proceso.

7.2.4. En la reparacién del ADNmit

La primera evidencia de un papel de esta nucleasa en la reparacién del ADNmit
proviene de ensayos /n vitro, en los que se muestra que ENDOG tiene una fuerte
afinidad por sitios con dafio oxidativo o sitios distorsionados por agentes reticulantes;
de hecho, la susceptibilidad del ADN a los ataques nucleofilicos por ENDOG se mejora
mucho después de un tratamiento con acido L-ascérbico o peplomicina que introducen
roturas monocatenarias en el sustrato a través de radicales del oxigeno®. En el caso de
mamiferos, se ha observado que los niveles de ENDOG cuantificados en extractos
mitocondriales /n vitro varian hasta en méas de 200 érdenes de magnitud entre distintos
tejidos de rata, y su actividad especifica parece correlacionar con la tasa de oxigeno
consumido y, por lo tanto, la tasa de dafio oxidativo del ADNmit*®*. En Drosophila, se ha
descrito que la presencia de la mutacion mus308 (que se corresponde con un defecto
en ENDOG) implica una deficiencia, tanto en la reparacion de determinados ADNs como
en la actividad de la nucleasa in vitro'®*°®. También se ha descrito en C elegans™’ y en

humanos**

la asociaciéon entre ENDOG y FEN1, una endonucleasa especifica de
estructura que retira los extremos 5 generados durante los procesos de reparacion,

replicacion y recombinacién del ADN*®. En S.cerevisiae se ha propuesto que NUC1 esta
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implicada en el procesamiento de los extremos de las moléculas de ADNmit y en
condiciones de estrés oxidativo parece estar involucrada en la degradacién selectiva de
copias dafiadas de ADNmit*®. La eliminacién de copias de ADNmit con dafio oxidativo,
junto con vias de reparacion mitocondriales, puede representar un componente de la
maquinaria que es responsable de la proteccion de la integridad del genoma
mitocondrial; sin embargo, y aln considerando todos estos experimentos /n vitro, los
factores que prevendrian la accion de ENDOG sobre el ADN intacto no han sido
identificados, ni los factores que podrian activarla en caso de dafio oxidativo, por lo que

su papel en reparacion sigue estando en entredicho®”.

7.2.5. En la replicacion del ADNmit

Los estudios iniciales de la funcién de ENDOG apuntaron hacia un papel en la
replicacion del ADN mitocondrial (ADNmit) ya que era capaz de generar
oligonucleétidos de ARN /n vitro gracias a su actividad ARNasa H (actividad que
permite degradar el ARN en los dimeros ADN:ARN), los cuales podrian ser utilizados
por la ADN polimerasa durante la replicacién del ADNmit*3. En aquella época esta
hipdtesis generd cierta controversia, en parte porque ENDOG no se detectaba
facilmente en la matriz mitocondrial donde se produce la replicacion del ADNmit vy,
ademas, porque su capacidad para comportarse como una ARNasa H era incierta, pues
a pesar de que puede degradar el ARN en dimeros ADN:ARN, no presenta una alta
especificidad por éste, cualidad tipica de las ARNasas H**>. A esto se sumo que los
ratones nulos para ENDOG no mostraron defectos evidentes en el nimero de copias,
tasa de mutacién y estructura del ADNmit, lo que llevd a un rechazo parcial de esta
teoria®®®; sin embargo, un estudio reciente publicado por nuestro grupo®' ha
restablecido el vinculo entre ENDOG y el metabolismo del ADNmit, demostrando que la
expresion desregulada de ENDOG en ratones y, por ende, la disfuncidn mitocondrial,
conduce a cambios fenotipicos en la masa ventricular izquierda del corazdn,
destapando asi un papel de ENDOG en la hipertrofia cardiaca patoldgica.

La hipertrofia cardiaca independiente de la presion arterial, asociada a la
disfuncion mitocondrial y a la lipotoxicidad, es comun en personas con enfermedades
como obesidad y diabetes tipo 2, en las que multiples factores y marcadores genéticos
interactlan de manera compleja provocando una hipertrofia ventricular izquierda en el
corazén. En el modelo de rata espontdneamente hipertensa (SHR), en la que la funcién

mitocondrial esta danada y el corazon presenta una hipertrofia ventricular izquierda, la
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proteina funcional de ENDOG esta ausente debido a una insercién en el exon 1 del gen
que codifica para esta nucleasa, implicando directamente a la pérdida de la funcién de
ENDOG en el incremento de la masa ventricular izquierda (LVM) y el deterioro de la
funcion cardiaca®’".

Como se ha comentado anteriormente, la expresion de ENDOG aumenta en el
miocardio durante su desarrollo y diferenciacion, encontrando niveles elevados en los
corazones de rata y ratones adultos. /n vitro, la disminucion de la expresion de ENDOG
en cardiomiocitos neonatales de rata produce un crecimiento de los mismos, un
incremento en la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), asi como un
aumento en la expresion de biomarcadores hipertréficos, si bien las vias de sefializacién
prohipertréficas convencionales no se encuentran activadas. /n vivo, el ratén nulo de
ENDOG no presenta un fenotipo apoptético, sin embargo, los cardiomiocitos son mas
grandes en ausencia de una estimulacion hipertrofica, pese a no haber un incremento
en el tamafo de los corazones deficientes en ENDOG. La produccién de ROS es mayor
en las mitocondrias aisladas de estos corazones, y la estimulacion de la hipertrofia con
angiotensina II a través de un mecanismo dependiente de ROS aumenta el tamafo de
los cardiomiocitos y corazones deficientes en ENDOG, asi como la expresion de
biomarcadores hipertréficos’’*. Estos datos indican un efecto directo de la nucleasa
ENDOG en el control del tamafio de los cardiomiocitos y sugieren un mecanismo a
través de un estrés oxidativo persistente, quedando aun por confirmar si la asociacion
entre la falta ENDOG vy la hipertrofia del cardiomiocito es dependiente de ROS, o bien si
la produccion de ROS es secundaria a la hipertrofia del miocardio.

Para determinar la posible funcién de ENDOG en el corazén, no descrita en
ninguna publicacion anterior, se realizd un analisis gendémico utilizando una base de
datos de expresion cardiaca humana. ENDOG aparece formando parte de una red
altamente enriquecida en genes mitocondriales y genes implicados en procesos del
metabolismo oxidativo. Los reguladores maestros de la biogénesis y la funcion
mitocondrial, PGCla y ERRa, inducen directamente la expresion de ENDOG /n vitro e in
vivo, y la sobreexpresién de ENDOG aumenta la masa mitocondrial en las células
humanas 293T y en la linea de cardiomiocitos HIC2, sin que se produzca una muerte
apoptotica o necrotica en ellas. Estos resultados estan en concordancia con la
disminucién en la masa mitocondrial y el nimero de copias de ADNmit observados en

los corazones deficientes en ENDOG, no detectdndose cambios morfologicos
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importantes en las mitocondrias, pero si un aumento en el nimero de vacuolas lipidicas
gue se manifiestan como una esteatosis miocardica, no asociada con alteraciones en el
metabolismo de los acidos grasos*’. Estos datos sugieren un papel de ENDOG en la
regulacion de la funcién mitocondrial en el miocardio, posiblemente modulando el
mantenimiento del genoma mitocondrial a través de su unidn directa a éste, en
sincronia con las funciones previamente propuestas para ENDOG en la biologia del
ADNmit*?’.

En este punto de la introduccion, ya es bien sabido que, la produccion de
energia en las células cardiacas depende de la respiracion mitocondrial y que una
situacion de estrés oxidativo puede estar ligada a una disfuncion/deplecién
mitocondrial. El conjunto de resultados publicados recientemente por nuestro grupo
identifica la pérdida de la funcion de ENDOG como el determinante primario de la
hipertrofia cardiaca que se asocia con la disfuncion y la deplecion mitocondrial, pero
queda aun por establecer la sefalizacién que controla o conduce al efecto fisiologico
observado, el crecimiento anormal de los cardiomiocitos, en ausencia de ENDOG en el

miocardio.

80



Hipotesisy
bjetivos

Lo cienciav muncaw resuelve unw problemav sinvv creaw dieg mds

George Bernardshow
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Pese a que ENDOG es la principal nucleasa ejecutora del proceso apoptotico
independiente de caspasas en cardiomiocitos postmitéticos, resultados anteriores
publicados por nuestro grupo indican que esta nucleasa mitocondrial realiza una
funcién vital en el desarrollo del miocardio. En base a esto nuestra hipétesis de
partida era que ENDOG desempefia un rol importante en la regulacién de la
proliferacién y crecimiento celular en los cardiomiocitos durante el desarrollo del
corazén, y conjeturamos que el mismo efecto podria tener lugar en otros tipos

celulares.
Para ello nos hemos propuesto los siguientes objetivos:

Primero. Determinar si el nimero y area de los cardiomiocitos presentes en los
corazones de ratones £ndog **'y Endog 7~ son diferentes y, en caso afirmativo, si
los cambios en el area son simultdneos o posteriores al momento de finalizacidn de

la proliferacion celular en el miocardio.

Segundo. Analizar los efectos de la expresion de ENDOG sobre la proliferacion
celular en diversos tipos celulares de roedores y humanos, incluyendo células

tumorales.

Tercero. Determinar la implicacion de las especies reactivas del oxigeno (ROS) en los
efectos de ENDOG sobre la proliferacion y el crecimiento celular, asi como, en su
caso, las vias de sefializacion implicadas en el fenotipo observado en los diferentes

tipos celulares.

Cuarto. Estudiar el papel de ENDOG en el mantenimiento del genoma mitocondrial,
concretamente en los procesos de reparacion y replicacion del ADNmit, asi como
analizar el efecto de la deficiencia de ENDOG en la proliferacion de una linea celular

que carece de ADNmit.

Quinto. Estudiar el papel de ENDOG en la expresion del genoma mitocondrial, y
determinar los efectos de la falta de ENDOG sobre la actividad de los complejos de

la cadena respiratoria y la funcidn energética mitocondrial.
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Materiales
Métodos

El conocimiento no- tiene valor o menoy que

i

se ponga enpractico

Anton Chekhov
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1. Animales de experimentacion

Los métodos experimentales utilizados con los animales de laboratorio que se
detallan a continuacién se han regido siguiendo las recomendaciones recogidas en las

siguientes disposiciones legales:

e Ley 5/1995, del 21 de junio, de la Generalitat de Catalufia, de proteccion de los
animales utilizados para experimentacion y para otras finalidades cientificas.

o Decreto 214/1997, del 30 de julio, que desarrolla la ley mencionada
anteriormente.

e Real Decreto 1201/2005, del 10 de Octubre, sobre proteccidén de los animales
empleados para experimentacion y otras finalidades cientificas.

e Directiva ECC 63/2010, del 22 de septiembre, del Parlamento Europeo, sobre la

proteccidon de animales empleados para fines cientificos.

Todos los procedimientos expuestos en los que se utilizaron ratones y ratas, se
realizaron bajo supervision del personal pertinente de nuestra institucion, respetando
todas las disposiciones legales y éticas vigentes. Ademas, el presente trabajo ha sido
aprobado por el Comité Etico de Experimentacion Animal de la Universidad de Lleida.

Los ratones y ratas fueron alojados en instalaciones de barrera, siguiendo
procedimientos libre de patégenos en las salas de trabajo. Los animales se mantuvieron
con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad, a una temperatura constante de 18-22°C,
humedad del 30-70% y acceso ad /ibitum a agua y comida (Irradiado 7Teklad Global 14%
Dieta proteinica de mantenimiento de roedores, Harlan).

En la mayor parte de los experimentos con animales se han utilizado ratones
Endog *'* 'y Endog " con fondo genético C57BL/6J, cuya colonia fue fundada por el Dr.
Michael Lieber de la Universidad de California del Sur, LA, CA, EE.UU.

Las crias de rata utilizadas para el cultivo primario de cardiomiocitos neonatales
proceden de ratas Sprague-Dawley, alojadas en salas convencionales.

Para los estudios de tumores subcutaneos o xenoinjertos se han utilizado
ratones SCID (del inglés Severe Combined Immunodeficiency), que se caracterizan por
la incapacidad de poder dar una respuesta inmune apropiada a causa de la abstinencia
o defectuosidad de los linfocitos T y B, debido a una mutacion recesiva en el
cromosoma 16. A nivel funcional, esta mutacién provoca que el sistema inmunoldgico
no madure y estos ratones no puedan combatir infecciones, ni rechazar tumores o

trasplantes.
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2. Técnicas de biologia celular

2.1. Cultivos Celulares
2.1.1. Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata

Los cardiomiocitos neonatales de rata se obtienen a partir de crias de rata
Sprague-Dawley de entre 2 y 3 dias de edad para obtener un buen rendimiento en el
numero de cardiomiocitos aislados. Se prepara el medio de cardiomiocitos el mismo dia
del cultivo (3/4 medio DMEM 1gr/L de glucosa #31885 + 1/4 medio EARLES M199
#31150 + 10% de serum de caballo (HS) + 5% de serum fetal bovino inactivado por
calor (FBShi) + 1 % L-Glutamina (GIBCO) + 1 % de antibidtico penicilina/estreptomicina
(P/S)), asi como una solucion salina glucosada tamponada (ADS 1X) a partir de una
solucién madre de ADS 10X. Se extraen los corazones de la manera mas aséptica
posible y se dejan en una placa petri modelo p100 con solucién de ADS 1X fria. Se
presionan los corazones suavemente para que expulsen la sangre del lumen y se
transfieren a otra placa petri con nueva solucién de ADS 1X fria. Bajo la lupa se les quita
las auriculas para reducir la contaminacion del cultivo con fibroblastos y musculatura
lisa, y se limpian de vasos sanguineos. Los ventriculos se pasan a una nueva placa petri
con solucion ADS 1X fria para hacerles de 8 a 10 cortes longitudinales, favoreciendo de
esta manera el proceso de digestién. Se transfieren 4 corazones por tubo tipo
eppendorf con 1 ml de solucién de digestion precalentada (20 ul de colagenasa tipo 1I
de Worthington (10U/ml) + 1 ml ADS 1X calentado a 37°C) y se incuban durante 15 min
a 37°C con una agitacion de 1100 rpm. El sobrenadante se transfiere a un tubo tipo
falcon con 6-8 ml de medio de cardiomiocitos para neutralizar la colagenasa, y se
centrifuga 3-5 min a 1000 rpm. Al tubo eppendorf anterior se le aflade de nuevo 1 ml
de solucidon de digestion, y se repite el proceso de digestion de tres a cuatro veces
hasta asegurarnos que todo el tejido esté digerido. Se resuspende el pellet de
cardiomiocitos de 8 corazones en 1 ml de medio que se siembra en una placa p100 con
8-10 ml de medio y se incuba durante 45 min a 37°C, 5% CO,. Durante este tiempo los
fibroblastos cardiacos y las células endoteliales quedaran enganchadas a la placa,
mientras que los cardiomiocitos no se engancharan al no tener un sustrato al que
adherirse. Mientras tanto se preparan las placas que se van a utilizar en el experimento
con 0.2% de gelatina (tipo A, de piel de cerdo, Sigma). Transcurridos los 45 min se
recoge el sobrenadante con los cardiomiocitos y se siembran en una nueva placa p100
con 8-10 ml de medio, y se incuba durante 45 min a 37°C, 5% CO,. Se recoge el

sobrenadante con los cardiomiocitos en un tubo tipo falcon y se centrifuga 5 min a

88



1000 rpm. El pellet se resuspende en 4 ml de medio de cardiomiocitos y se procede a
contar el nUmero de cardiomiocitos presentes, para lo cual se toman 25 ul y se les
anade 25 ul de Trypan Blue que tifie las células muertas, ajustando a un volumen final
de 100 ul con 50 pl de ADS 1X. Segun la finalidad del experimento y, por tanto, del
tamafio de placa utilizado se siembra un determinado numero de cardiomiocitos:
0,75.10°-1.10° células por pocillo en una placa p35, 30.000 — 50.000 células por pocillo
en una placa M4. Transcurridas las 3-4 horas, si las células estan enganchadas se hacen
1-2 lavados con PBS 1X y se les afhade medio nuevo. Este paso es muy importante para
eliminar todas aquellas células que no sean cardiomiocitos, células sanguineas y/o
células muertas, que se quedardn enganchadas a éstos si no se hacen lavados poco
tiempo después de haberlos sembrado. Se recomienda renovar cada dia el medio de

cardiomiocitos durante los dias que se mantengan en cultivo.

2.1.2. Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de ratén

Los cardiomiocitos neonatales de ratones £ndog **'y Endog ”" se obtienen a
partir de crias de entre 2 y 3 dias de edad para obtener un buen rendimiento en el
numero de cardiomiocitos aislados. Se prepara el medio de cardiomiocitos el mismo dia
del cultivo (3/4 medio DMEM 1gr/L de glucosa #31885 + 1/4 medio EARLES M199
#31150 + 10% de serum de caballo (HS) + 5% de serum fetal bovino inactivado por
calor (FBShi) + 1 % L-Glutamina (GIBCO) + 1 % de antibidtico penicilina/estreptomicina
(P/S)), asi como una solucion salina glucosada tamponada (ADS 1X) a partir de una
solucién madre de ADS 10X. Se extraen rapidamente los corazones de la manera mas
aséptica posible y se dejan en una placa petri modelo p60 con solucién de ADS 1X fria.
Se presionan los corazones suavemente para que expulsen la sangre del lumen y se
transfieren a otra placa petri con nueva solucién de ADS 1X fria para hacerles de 5 a 8
cortes longitudinales, favoreciendo de esta manera el proceso de digestion. Se
transfieren 8-12 corazones por tubo tipo eppendorf con 1 ml de solucién de digestion
precalentada (20 pl de colagenasa tipo II de Worthington (10U/ml) + 1 ml ADS 1X
calentado a 37°C) y se incuban durante 10 min a 37°C con una agitacién de 1100 rpm.
El sobrenadante se transfiere a un tubo tipo falcon con 6-8 ml de medio de
cardiomiocitos para neutralizar la colagenasa, y se centrifuga 3-5 min a 1000 rpm. Al
tubo eppendorf anterior se le afiade de nuevo 1 ml de solucion de digestion y se repite

el proceso de digestidon de dos a tres veces hasta asegurarnos que todo el tejido esté
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digerido. Se resuspende el pellet de cardiomiocitos de 8-12 corazones en 1 ml de
medio que se siembra en una placa p60 con 5 ml de medio y se incuba durante 45 min
a 37°C, 5% CO,. Durante este tiempo los fibroblastos cardiacos y las células endoteliales
guedaran enganchadas a la placa, mientras que los cardiomiocitos no se engancharan al
no tener un sustrato al que adherirse. Mientras tanto se preparan las placas que se van
a utilizar en el experimento con 0.2% de gelatina (tipo A, de piel de cerdo, Sigma).
Transcurridos los 45 min se recoge el sobrenadante con los cardiomiocitos en un tubo
tipo falcon y se centrifuga 5 min a 1000 rpm. El pellet se resuspende en 2 ml de medio
de cardiomiocitos y se procede a contar el nimero de cardiomiocitos presentes, para lo
cual se toman 25 pul y se les afade 25 pl de Trypan Blue que tifie las células muertas,
ajustando a un volumen final de 100 ul con 50 pl de ADS 1X. Segun la finalidad del
experimento y, por tanto, del tamafio de placa utilizado se siembra un determinado
numero de cardiomiocitos: 20.000 — 50.000 células por pocillo en una placa M4. El
rendimiento en corazones de raton es muy bajo ya que se suele obtener unos 100.000
cardiomiocitos por corazén, mientras que en rata se obtiene 1.000.000 de
cardiomiocitos por corazén. Transcurridas las 3-4 horas, si las células estan
enganchadas se hacen 1-2 lavados con PBS 1X y se les aflade medio nuevo. Este paso
es muy importante para eliminar todas aquellas células que no sean cardiomiocitos,
células sanguineas y/o células muertas, que se quedaran enganchadas a éstos si no se
hacen lavados poco tiempo después de haberlos sembrado. Se recomienda renovar

cada dia el medio de cardiomiocitos durante los dias que se mantengan en cultivo.

2.1.3. Cultivo primario y mantenimiento de fibroblastos dérmicos de ratén

El cultivo primario de fibroblastos dérmicos se hace a partir de crias de ratones
Endog **'y Endog " de entre 2 y 3 dias para obtener un buen rendimiento en el
numero de fibroblastos aislados. Se limpia todo el material de cirugia con etanol al 70 %
y se trabaja en las condiciones mas asépticas posibles, con material autoclavado y
siempre bajo llama antes de entrar en campana. Se limpia la zona de incision en el raton
(piel de la espalda y la zona que esta bajo el brazo) con etanol al 70%, se deja secar y se
extraen los trozos de piel limpiandolos con PBS 1X (puede llevar antibidtico y
fungizone) en una placa petri, y se hacen trozos mas pequefios para favorecer las
digestiones. Se transfieren a tubos tipo eppendorf que llevan 1 ml de buffer de

digestion (1 ml de ADS 1X 6 PBS 1X + 20 ul de colagenasa tipo II de Worthington
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(10U/ml)) precalentado a 37°C, se incuban 45 min a 37°C, 1100 rpm. Tras la primera
digestion, se transfiere todo el sobrenadante a un falcon con 6-8 ml de medio de
fibroblastos (500 ml DMEM #41965 4,5 gr/l glucosa + 5% Piruvato Sédico 100mM
(GIBCO) + 5% aminoacidos no esenciales 100x (GIBCO) + 15% de serum fetal bovino
inactivado por calor (FBShi) + 1% de antibidtico penicilina/estreptomicina (P/S)) para
neutralizar la colagenasa. A los tubos eppendorfs anteriores, se les aflade 1 ml de buffer
de digestidn y se repite el tratamiento de tres a cuatro veces hasta asegurarnos que
todo el tejido esté digerido. Se centrifuga el falcon con el contenido de las sucesivas
digestiones, y se resuspende el pellet de fibroblastos en 500 ul de medio de fibroblastos
que se siembra en una placa p60 con 3 ml de medio de fibroblastos. Al dia siguiente si
la placa p60 no esta confluente, se hacen 2 lavados con PBS 1X y se renueva el medio.
En el caso de que ya estuviera confluente, se pasan las células a una placa p100 y se
espera de 1-3 dias hasta llegar a confluencia. Una vez los cultivos de fibroblastos estan
confluentes se deben dividir para el mantenimiento de las células /n vitro. Para ello se
retira el medio de cultivo y se hacen de uno a dos lavados con PBS 1X a 37°C, se ahade
2 ml de tripsina por placa y se incuba durante 5 min a 37°C para que se desenganchen
las células. Se afade 8 ml de medio completo para inactivar la tripsina, se recoge el
sobrenadante con los fibroblastos y se centrifuga durante 4 min, 1100 rpm. El pellet de
células se resuspende en medio fresco y se siembra en una proporcion de 3 placas por

cada placa p100 original.

2.1.4. Cultivo primario y mantenimiento de MEFs

Los MEFs (del inglés Mouse Embryonic Fibroblasts) se obtienen de embriones
de ratdn de 12,5 a 14,5 dias post coitum. Se hace una laparotomia a la ratona madre y
se extraen los embriones, dejandolos en una placa petri con PBS 1X. Los embriones se
sacan del saco embrional, se limpian y se les elimina la cabeza (y si es posible el
higado), que puede utilizarse para obtener ARN 6 ADN pero no para obtener MEFs.
Cada embrién se transfiere a un tubo tipo eppendorf que lleva 1 ml de buffer de
digestion (1 ml de ADS 1X 6 PBS 1X + 20 ul de colagenasa tipo II de Worthington
(10U/ml)), y se incuba 15 min a 37°C, 1100 rpm. Tras la primera digestion, se transfiere
todo el sobrenadante a un falcon con 6-8 ml de medio de MEFs (500 ml DMEM #41965
4,5 gr/l glucosa + 5% Piruvato Sédico 100mM (GIBCO) + 5% aminoacidos no esenciales

100x (GIBCO) + 15% de serum fetal bovino inactivado por calor (FBShi) + 1% de
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antibidtico penicilina/estreptomicina (P/S)) para neutralizar la colagenasa. A los tubos
eppendorfs anteriores se les aflade 1ml de buffer de digestion y se repite el tratamiento
de tres a cuatro veces hasta asegurarnos que todo el tejido esté digerido. Se centrifuga
el falcon con el contenido de las sucesivas digestiones, y se resuspende el pellet en 500
ul de medio de MEFs y se siembra en una placa p60 con 3 ml de medio de MEFs. Al dia
siguiente si la placa p60 no esta confluente, se hacen 2 lavados con PBS 1X y se renueva
el medio. En el caso de que ya estuviera confluente, se pasan las células a una placa
pl00 y se espera de 1-3 dias hasta llegar a confluencia. Una vez los cultivos de MEFs
estan confluentes se deben dividir para el mantenimiento de las células /n vitro. Para
ello se retira el medio de cultivo y se hacen de uno a dos lavados con PBS 1X a 37°C, se
afade 2 ml de tripsina por placa y se incuba durante 5 min a 37°C para que se
desenganchen las células. Se anade 8 ml de medio completo para inactivar la tripsina,
se recoge el sobrenadante con los fibroblastos y se centrifuga durante 4 min, 1100 rpm.
El pellet de células se resuspende en medio fresco y se siembra en una proporcién de 3
placas por cada placa p100 original. Se puede dividir una placa p100 confluente en
varias y congelar las células a -80°C. Alrededor de la tercera o cuarta semana de
mantenimiento los MEFs aparentemente dejan de proliferar, pero si se les sigue
manteniendo y cambiando el medio consiguen superar esta crisis y comienzan a
proliferar de forma exponencial (se puede forzar que este proceso ocurra antes
manteniendo los MEFs en placas p60 confluentes a las que se so6lo se les cambia el
medio sin dividirlas, antes o después se dispara su proliferaciéon y hay que sembrarlos

en pl00).

2.1.5. Mantenimiento de células Rat-2

La linea celular Rat-2 son fibroblastos de rata obtenidos a partir de un subclon
de una cepa resistente a la 5 '-bromodesoxiuridina de fibroblastos de rata Rat-1 de tipo
3T3. Esta linea celular carece de niveles apreciables de la timidina quinasa nuclear y se
transfecta facilmente por ADN exdgeno.

La células Rat-2 crecen en medio DMEM #41965 (4,5 gr/l glucosa)
suplementado con 10% FBShi, 1ImM de Piruvato Sédico (GIBCO), 1% de aminoacidos no
esenciales (GIBCO) y 1% de antibiotico penicilina/estreptomicina (P/S). El
mantenimiento de esta linea se realiza dos veces por semana, realizando los siguientes

pasos: se afiade tripsina a la placa de mantenimiento con células Rat-2, se incuba de 1-2
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minutos a 37°C hasta que las células estan desenganchadas y, posteriormente, se
recogen estas células con medio DMEM-10% FBShi transfiriéndolas a un tubo estéril. Se
centrifuga a 1000 rpm durante 5 min, se elimina el medio y se resuspende el pellet de
células en medio completo. Las células se siembran en nuevas placas p1l00 para su

mantenimiento a una dilucion 1:10.

2.1.6. Generacién y mantenimiento de células Rat2-Rho(0)

Las células en cultivo pueden crecer y multiplicarse en ausencia de ADNmit.
Estas células se conocen como rho(0) y la carencia del sistema de fosforilacion oxidativa
(OXPHOS) en ellas hace que sean dependientes de piruvato y uridina para su
crecimiento, por tanto, para generar una linea estable a la que se le ha eliminado
completamente el ADNmit el medio de cultivo debe contener bromuro de etidio (BrEt),
uridina y piruvato (en el caso de las Rat-2 el medio ya se prepara con piruvato por lo
gue no hay que afadirle mas). El proceso de deplecion del ADNmit es largo y durante el
primer mes se deben realizar 2 pases por semana de las células Rat-2 a las que se les
quiere eliminar el ADNmit, a una dilucion de 1:8-1:6 con un medio de cultivo que
contiene 10 ng/ml de bromuro de etidio (BrEt) y 50 ug/ml de uridina. A partir del
segundo mes se hacen de 1 a 2 pases por semana a una dilucion 1:2 con un medio de
cultivo que contiene 5 ng/ml de BrEt y 50 ug/ml de uridina, y cuando el crecimiento se
haya estabilizado se debe cuantificar el nUmero de copias de ADNmit presente en estas

células para asegurarnos que se ha eliminado completamente el ADNmit en ellas.

2.1.7. Mantenimiento de células HEK293T

La linea de células embrionarias de rifidn humano, HEK293T, expresan el
antigeno-T largo SV40 que permite la replicacion episomal de plasmidos transfectados
que contienen la region promotora SV40.

La células HEK293T crecen en medio DMEM #41965 (4,5 gr/l glucosa)
suplementado con 10% FBShi, 1ImM de Piruvato Sédico (GIBCO), 1% de aminoacidos no
esenciales (GIBCO) y 1% de antibidtico penicilina/estreptomicina (P/S). El
mantenimiento de esta linea se realiza dos veces por semana, realizando los siguientes
pasos: se afade tripsina a la placa de mantenimiento con células HEK293T, se incuba de
1-2 minutos a 37°C hasta que las células estdn desenganchadas y, posteriormente, se

recogen estas células con medio DMEM-10% FBShi transfiriéndolas a un tubo estéril. Se
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centrifuga a 1000 rpm durante 5 min, se elimina el medio y se resuspende el pellet de
células en medio completo. Las células se siembran en nuevas placas pl00 para su

mantenimiento a una dilucién 1:10.

2.1.8. Mantenimiento de células tumorales endometriales

Las lineas celulares tumorales derivadas de un adenocarcinoma endometrial
humano utilizadas en este trabajo son Ishikawa (IK), HEC-1A y MFE-296, obtenidas del
American Type Culture Collection.

El medio utilizado para el cultivo de las células endometriales es el medio
DMEM #41965 (4,5 gr/l glucosa) suplementado con 10% de FBShi, 1 mM Piruvato
Sédico (GIBCO), 1 mM HEPES (GIBCO) y 1% de antibidtico penicilina/estreptomicina
(P/S). El mantenimiento de estas lineas celulares se realiza dos veces por semana,
realizando los siguientes pasos: se limpia previamente la placa de mantenimiento con
PBS 1X y se afiade la tripsina, se incuba de 2-5 minutos a 37°C hasta que las células
estan desenganchadas y, posteriormente, se recogen estas células con medio DMEM-
10% FBShi transfiriéndolas a un tubo estéril. Se centrifuga a 1000 rpm durante 5 min, se
elimina el medio y se resuspende el pellet de células en medio completo. Las células se
siembran en nuevas placas pl00 para su mantenimiento a una dilucion 1:4 6 1:10

dependiendo del tipo celular, ya que cada una tiene un tiempo de duplicacién diferente.

2.2. Desarrollo de tumores subcutaneos en ratones SCID

Para el estudio de la proliferaciéon de los tumores subcutaneos o xenoinjertos /n
vivo se han utilizado ratones SCID hembra de aproximadamente 8-12 semanas de edad
y un peso comprendido entre 20-25 gramos. Se inyectaron subcutaneamente 10°
células de la linea celular Ishikawa (IK) para cada condicion. El crecimiento tumoral se
midié cada semana mediante un pie de rey digital y los animales se sacrificaron por
dislocacién cervical cuando el tumor adquiri® un tamafio maximo de 2,5 cm®. El
volumen tumoral se calculé de acuerdo con la formula TV (Volumen tumor): d°xD/2,
donde la letra d equivale al diametro mas corto y la letra D al diametro mas largo.

Los cultivos celulares utilizados en este experimento /n vivo eran negativos en la
deteccién de la contaminacion de micoplasma. Para la deteccidn de este organismo se

utilizé el MycoAlertTM Mycoplasma Detection Kit (Cambrex).
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2.3. Produccién de particulas lentivirales y transduccién lentiviral

Obtencién de particulas lentivirales en HEK293T. Para la introduccion de material

genético externo en las células utilizamos vectores viricos, lentivirus. Estos se han

obtenido utilizando el método de transfeccién del ADN plasmidico con polietilenimina

(PEI) en las células empaquetadoras HEK293T. EI ADN cargado negativamente se unira

al polimero catidnico sintético y el complejo serd entonces endocitado por las células. El

protocolo de transfeccion es el siguiente:

Dia 1. El dia de antes de la trasfeccion se hace un recubrimiento de placas con
gelatina 0.1% y se siembran las HEK293T para la transfeccion.

Dia 2. Se cambia el medio por 8 ml medio sin antibidticos ni suero fetal bovino. Se
necesitan 40 ug de ADN para la transfeccién (Tabla 1), 200 pL PEI'y 800 pL NaCl 150
mM (Sigma Aldrich) por placa.

Vector Lentiviral (RNAi o sobreexpresién) | 20 ug

Sistema de empaquetamiento (psPAX2) 13 ug

Plasmido de la envoltura (pM2G) 7 ug

Tabla 1. Plasmidos utilizados para la transfeccién.

Primero se diluyen los 40 ug de ADN en NaCl 150 mM estéril (volumen final 1 mL)
y se mezcla. Después se diluyen 200 yL PEI en 800 puL NaCl 150 mM estéril y se
mezcla. Se afiade la dilucién de PEI en el tubo con el ADN (no al contrario), se
vortea 1 min y se deja reposar la mezcla 10 min a T? ambiente. Por Ultimo se afade
la mezcla a cada placa, gota a gota y se deja en el incubador. Pasadas 3 h se

cambia el medio de transfeccidén por medio completo de HEK293T.

Dia 5. Se recoge el sobrenadante de cada placa a las 72 h en tubos estériles de 50
mL y se centrifuga a 2500 rpm, 5 min. Después se filtra el sobrenadante con filtros
de 0.45 ym y se centrifuga a 50000 g durante 3 h a 4°C. Finalmente se resuspende
el pellet en 1% albumina de suero bovino (BSA) diluido en PBS 1X (30 pL de 1%
BSA/PBS por cada pl00). Se guardan los virus alicuotados a -80°C. Los virus se
titulan con células HEK293T afiadiendo voliumenes crecientes del virus, y se
establece la proporcion del virus/células que da mayor eficiencia de transfeccién
con menor toxicidad mediante la observacion de las células que expresan la

proteina fluorescente verde (GFP) en el microscopio de fluorescencia.
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Plasmidos utilizados para la obtencién de lentivirus. Los  vectores  plasmidicos
utilizados se detallan el tabla 2. Tras la transformacién de bacterias £.coli, cepa DH5q,
con estos plasmidos mediante choque térmico, la extraccion y purificacion de los
mismos se realiza siguiendo las instrucciones del kit Plasmid Maxi (Qiagen, Hilden,
Alemania). La concentracién del ADN plasmidico se determina con el espectrofotometro

Nanodrop (Thermo Scientific).

PLASMIDO VECTOR SECUENCIA DIANA CASA COMERCIAL
ENDOG SHRNA1 PLVTHM 5'-GGAACAACCTTGAGAAGTA-3' Lab. Dr. Trono, Suiza
ENDOG SHRNA2 PLVTHM 5'-GCAGCTTGACTCGAACTTA-3' Lab. Dr. Trono, Suiza
ENDOG SHRNA3 pLKO.1-puro | 5-GGAACAACCTGGAGATATA-3' Sigma

Tabla 2. Plasmidos utilizados para la obtencién de lentivirus.

Transduccion lentiviral de lineas celulares y cultivos primarios de cardiomiocitos de rata.
Se siembran las células en placas de cultivo M4 6 p35 dependiendo del experimento, a
una densidad de 50.000-150.000 células respectivamente, dejandolas 3-5 h a 37°C, 5%
CO; para que las células se adhieran correctamente a la placa de cultivo. A continuacién
se aflade a cada placa un volumen entre 5-20 pL de virus concentrado directamente al
medio de cultivo y se deja ON. El medio se renueva al dia siguiente y se mantienen las
placas a 37°C, 5% CO, durante un tiempo de 48-72 h en funcién del experimento. La
eficiencia de la transduccién se monitoriza en el codificante para la GFP, debiendo ser el
porcentaje de células positivas para GFP superior al 80% para poder proseguir con el

experimento.

2.4. Analisis de la proliferacion celular

Para determinar la tasa de proliferacion celular /n vitro se han realizado contajes
celulares con la cdmara de Neubauer en diferentes tipos celulares con una expresiéon de
ENDOG ausente o reducida, y a los que en paralelo se les ha realizado un tratamiento
con el agente reductor N-acetil-L-cisteina (NAC, Sigma-A7250). En este método es
importante establecer el nimero de células en el momento inicial del crecimiento, asi
como el niumero de células presentes en el punto final del proceso proliferativo. Se
siembra un nimero determinado de células en funcion del tiempo de duplicacién de la

linea celular con la que se trabaja, el tipo de placa donde seran sembradas estas células
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y el tiempo que permaneceran en cultivo. Transcurridas 3-5 horas durante las cuales las
células se engancharan al sustrato, se realiza el primer contaje que permite fijar el
numero de células de partida y correspondera al tiempo inicial. Al cabo de 48-96 horas
se cuentan el niUmero de células presentes en ese tiempo final, expresandose la divisién
celular como el numero de ciclos completados segun la férmula log,(N°células tiempo

final/N°células tiempo inicial).

2.5. Recuento de cardiomiocitos procedentes de tejido cardiaco

El protocolo para el recuento de cardiomiocitos neonatales procedentes de tejido
cardiaco ha sido optimizado en nuestro laboratorio basdndonos en los trabajos de

Shin®” et al.y Tamura®”

et al. El fundamento de este protocolo es digerir los tejidos
con hidréxido de potasio (KOH), disgregandose las células individualmente vy
obteniéndolas en suspension para poderlas contar.

Los corazones neonatales extraidos se limpian con PBS 1X y se fijan ON a 4°C con
formol. Al dia siguiente se retiran los corazones del agente fijador, se limpian bien con
PBS 1X, se trocean y se ponen en KOH 12,5 M a 4°C ON. Pasada la incubacién con KOH
se retiran los trocitos disgregados, se limpian bien con PBS 1X y se colocan en un tubo
con 3ml de PBS 1X que se vorteara durante 10 min. Después del vértex, la solucion se
pasa por una malla de 250 um con la ayuda de una jeringa y se recupera la suspension
que la atraviesa. Esta se centrifuga 5 min a 1000 rpm, el pellet se resuspende en PBS 1X
y ya se pueden contar las células con la cdmara de Neubauer. El nimero aproximado de

cardiomiocitos que podemos obtener con este protocolo es de 1-10° cardiomiocitos por

corazdn, segun la literatura.

2.6. Replicacién del ADNmit /n organello

Las mitocondrias cardiacas de ratones adultos £ndog ”"y Endog ** se han aislado
por centrifugacion diferencial como se describe en los trabajos de £ Fernandez-
Vizarrd®® et al.y E.Gonzélez-Vioque'™ et al. En resumen, se homogeniza tejido fresco
de corazén en un tampon de aislamiento de mitocondrias frio (MIB, sacarosa 320 mM,
EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7.4) con un homogeneizador Douncey se centrifuga a
1.000 x g, 4 °C durante 5 min. Se recoge el sobrenadante y se centrifuga a 9.000 x g, 4°C

durante 10 min para obtener el pellet mitocondrial. Para el etiquetado /n organello del
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ADN sintetizado de novo seguimos el protocolo descrito en el estudio de McDermott-
Roe® et al. En resumen, el pellet mitocondrial se lava 3 veces con tampén MIB y una
vez con un tampdn de incubacién (25 mM de sacarosa, 75 mM de sorbitol, 100 mM de
KCl, 10 mM de K;HPOy,, 0.05 mM de EDTA, 5 mM de MgCl, y 10 mM de Tris-HCI, pH
7.4). Se resuspenden 250 ug de proteina de este pellet mitocondrial (Kit de Ensayo
Coomassie Plus, Thermo Scientific, Rockford IL) en 1 mg/ml de tampdn de incubacion
complementado con ADP 1 mM, glutamato 10 mM, malato 2.5 mM y 1 mg/ml de BSA
libre de acidos grasos, asi como con 1 uM de dATP, dCTP, dGTP y 1 uM de dTTP
marcado radiactivamente ((metil->H) dTTP), incubandose a 37°C en un agitador
rotatorio durante 30 min. A continuacién se sedimentan las mitocondrias mediante
centrifugacién a 13.000 x g durante 1 min, y se lavan dos veces con glicerol al 10%, 0.15
mM de MgCl, y 10 mM (pH 6.8) de Tris-HCI. Para la extraccion del ADNmit, el pellet de
mitocondrias se lisa con 500 ul de 20 mM de Hepes-NaOH, 75 mM de NaCl (pH 7.4), 50
mM de EDTA, 20 mg/ml de proteinasa K, incubandose a 4°C durante 45 min. A
continuacion, se afaden 17 yL de N-Lauroilsarcosina al 30% y la mezcla se incuba a
50°C durante 45 min mas. Tras la clasica extraccion de fenol:cloroformo:IAA, se vuelve a
resuspender el ADNmit en tampon TE durante 12 horas a 4°C y se cuantifica (Reactivo
de dsDNA Quant-iT PicoGreen, Invitrogen). El marcaje radiactivo incorporado en el ADN
se mide por recuento de centelleo. La replicacion de ADNmit de novo se cuantifica
como los fmoles aparentes de nucleétidos marcados con *H por ng de ADN, calculados
a partir de la radiactividad especifica del nucledtido marcado radiactivamente que se ha
utilizado. Los datos se representan como los valores de mitocondrias Endog”” vs.
Endog™” obtenidos, procesados y cuantificados en paralelo. El significado estadistico
de las diferencias se calcula utilizando la prueba SIGN no paramétrico para datos

apareados (software SPSS).

2.7. Subfraccionamiento Celular

Para analizar la localizacion especifica de una proteina dentro de la célula se ha
realizado un subfraccionamiento celular, que consiste en la separacion de los
principales componentes de la célula, el nucleo y el citosol. De esta manera se puede
obtener la proteina total de cada una de las fracciones celulares por separado vy
estudiar, por ejemplo mediante western blot donde se encuentra la proteina que nos

interesa. Esto es posible aplicando un protocolo, asi como tampones de lisis y
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extraccion proteica especificos para cada fraccion celular, que permiten enriquecer la
fraccion de interés.

En este trabajo los extractos proteicos de las diferentes fracciones subcelulares se
han obtenido con el kit Subcellular protein fractionation for cultured cells (Thermo
scientific), asi como con el kit Nuclei EZ Prep Nuclei Isolation (Sigma-Aldrich) para la
extraccién de nucleos con el detergente NP-40.

Subcellular protein fractionation for cultured cells kit: En este procedimiento todos los
tampones, muestras y extractos deben mantenerse en hielo, y tanto las incubaciones
como las centrifugaciones deben realizarse a 4°C. Las células en cultivo son tripsinizadas
y lavadas dos veces con PBS 1X frio. Tras una centrifugacion a 2000 rpm durante 5 min,
el sobrenadante es eliminado y el pellet se deja lo méas seco posible. Segun el tamafio
del pellet se calcula el PCV (del inglés packed cell volumen) para determinar los
volumenes de los diferentes tampones que se van a utilizar, manteniendo siempre entre
ellos la ratio que especifica la casa comercial. Antes de utilizar cada tampdn se debe
ahadir inhibidores de proteasas a cada uno de ellos, diluyendo 100 veces la mezcla de
inhibidores proporcionados por el kit en cada volumen de tampoén requerido. El tampdn
CEB es el primero que se afiade al pellet de células, se mezcla suavemente pipeteando y
se incuba 10 min en agitacion, tras lo cual se centrifuga a 2000 rpm, 5 min y el
sobrenadante se transfiere a un tubo eppendorf de 1.5ml, siendo ésta la fraccion
citoplasmatica. Al pellet restante se le afiade el tampdn MEB y se vortea 5 segundos a
maxima velocidad, incubandose a continuacién durante 10 min en agitacion. A
continuacion se centrifuga a 2000 rpm durante 5 min y el sobrenadante se transfiere a
un tubo eppendorf de 1.5 ml constituyendo la fraccion de membranas. Al pellet se le
afade el tampon MEB y se vortea 15 segundos a méaxima velocidad, incubandose
seguidamente durante 30 min en agitacién. A continuacion se centrifuga a 6000 rpm
durante 5 min y el sobrenadante se transfiere a un tubo eppendorf de 1.5 ml, siendo
ésta la fraccion nuclear soluble. Se afladen 5 ul de 100mM CaCl, y 3 ul de MNnasa al
tampdn NEB y se resuspende el pellet anterior con este tampdn vorteando 15 segundos
a maxima velocidad. Posteriormente se incuba en el bafio a 37°C durante 5 min y se
vortea durante 15 segundos a méaxima velocidad. Para finalizar se centrifuga a 14000
rpm durante 5 min y el sobrenadante que corresponde a la fraccion nuclear insoluble se

transfiere a un tubo eppendorf de 1.5 ml.
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Nuclei EZ Prep Nuclei Isolation kit: Para la extraccion de nucleos utilizando el
detergente NP-40 se ha utilizado este kit de la casa comercial Sigma-Aldrich. El
protocolo siguiente es el que describe el distribuidor. Brevemente, se parte de
aproximadamente 1,5-10” células, que se centrifugan y a las cuales se afiade el tampdn
de lisis (no se conoce la composicion exacta, pero se sabe que contiene detergente NP-
40). Después de una incubacién de 5 min en hielo se centrifugan las células a 500 g y se
elimina el sobrenadante que contiene el citoplasma. Al pellet que corresponde a la
fraccion nuclear se vuelve afadir el tampon de lisis, y tras la incubacién de 5 min en
hielo se centrifuga a 500 g. El pellet final se resuspende en el tampdn de lisis de

proteina y se cuantifica la muestra por el método de Lowry.

2.8. Inmunofluorescencia (IF)

Las células se siembran en placas de 4 pozos (M4, Nunc) a una densidad que
depende del tipo celular. Transcurrido el tiempo de tratamiento, se fijan las células con
4% de Paraformaldehido (PFA) durante 20 min. Las células fijadas se lavan con PBS 1Xy
se bloquean con solucién de bloqueo (5% FBS, 5% BSA, 0.1% Triton X-100 en PBS 1X)
durante 1h a T® ambiente en agitacion.

Después se incuba con el anticuerpo primario diluido en soluciéon de bloqueo,
durante 1h a T2 ambiente en agitacién, y seguidamente se hacen 2 lavados de 5 min
con la solucién de bloqueo. A continuacion, se incuba con el correspondiente
anticuerpo secundario junto con las sales de bisbenzimida Hoechst 33342 (1 pg/mL)
diluido en solucion de bloqueo, durante 1h a T ambiente en agitacion. Finalmente se
hacen 3 lavados con PBS 1X.

Como las muestras van a ser analizadas en el microscopio de fluorescencia,
Olympus IX70 conectado a una camara digital, se monta cada muestra con una gota de
Vectashield y se cubre con un cubreobjetos. Se guardan cubiertas en papel de plata a

4°C, y al dia siguiente ya se pueden hacer las fotos.

ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA DILUCION | APLICACION
a-ACTININ Sigma A7811 1:500 IF
Mouse IgG

Molecular Probes A11005 1:500 IF
Alexa Fluor 594

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia (IF).
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2.9. Inmunohistoquimica (IQ)

Los corazones extraidos de los corazones neonatales £ndog "'y Endog 7, se
fijan inmediatamente en formol durante 16h a 4°C. A continuacién se colocan en
cassettes, se deshidratan y se incluyen en parafina. Se realizan cortes de 3 um del
bloque de parafina, se dejan secar durante 1h en una estufa a 65°C, y se realiza un
pretratamiento de desparafinacion e hidratacion del tejido. El siguiente paso permite
recuperar y exponer antigenos enmascarados durante la preparacién de la muestra
(antigen retrieval), para ello se incuban los portaobjetos durante 20 min a 95°C en un
tampdén comercial de DAKO que contiene Tris/EDTA a pH 9 en un modulo de
pretratamiento PTLink (Dako). Por ultimo, se bloquea la peroxidasa endogena de la
muestra incubando los portaobjetos con una solucién de H,0; al 0,3% para reducir el
ruido de fondo que se obtiene con el cromogeno utilizado. Finalizado el pretratamiento
y preparacion de la muestra, se realizan tres lavados con PBS 1X y se aplica el
anticuerpo primario durante 30 min a T? ambiente. Posteriormente, se realizan tres
lavados con PBS 1X y se aplica el anticuerpo secundario. Si la sefal es lo
suficientemente fuerte, se emplea un anticuerpo secundario conjugado con la
peroxidasa (HRP) y se incuba 30 min. En los casos en los que es necesario amplificar la
sefial, se utiliza un anticuerpo secundario conjugado con biotina durante 30 min vy,
finalmente se incuba la muestra 15 min con estreptavidina unida a la peroxidasa (HRP),
todo a T@ ambiente. Por ultimo, se aplica el cromdgeno deaminobenzimida (DAB,
DAKOQ) para visualizar la reaccién y se realiza una contratincién con hematoxilina para
visualizar los nucleos de las células del tejido analizado. Para la cuantificacién de
nucleos positivos se fotografian 5 campos representativos de cada corazoén, y se calcula
el porcentaje de nucleos positivos respecto al nimero total de nicleos en cada campo.
Se evaltan 1000-2000 nucleos por animal. Las imagenes se toman con un microscopio

DMD 108 (Leica) y se cuantifican con el programa Image J (Wayne Rasband, NIH).

ANTICUERPO CASA COMERCIAL DILUCION APLICACION
KI-67 Dako 1:50 IQ
PCNA Dako 1:50 IQ
OVEJA Ig-G HRP Sigma 1:200 IQ
CONEJO ANTI-BIOTINA Jackson 1:200 IQ
RATA ANTI-BIOTINA Jackson 1:200 IQ
ESTREPTAVIDINA Jackson 1:400 IQ

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica (IQ).
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2.10. Citometria de flujo (CMF)

La distribucion del ciclo celular se ha determinado mediante la adicién celular de
ioduro de propidio (PI). Es una molécula que se utiliza como marcador del contenido de
ADN y ARN. La intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de
fluorocromo, que a su vez es proporcional a la cantidad de ADN de la célula.

Las células se lavan con PBS 1X, se tripsinizan y se centrifugan 3 min a 200 g. El
pellet se lava con PBS 1X frio, se resuspende en PBS 1X y se afade Etanol 100% (-20°C)
para obtener una concentracion final del 70%. Se invierten los tubos un par de veces y
se vortean para asegurarnos de que se mezclen y fijen correctamente las células.
Finalmente, se guardan las muestras a -20°C un minimo de 30 min o hasta el dia que se
analicen en el CMF.

El dia del analisis las muestras se lavan con PBS 1X frio dos veces, se centrifugan
5 min a 200 g 4°C y el pellet se resuspende en Pl Las muestras se incuban 30 min a
37°C en oscuridad. La distribucion del ciclo celular se analiza usando el citbmetro BD

FACSCantoll (Becton Dickinson).

2.11. Analisis de la produccion de ROS

La cuantificacidn de las especies reactivas del oxigeno se ha realizado a través
de dos sondas fluorescentes, DHE y MitoSOXRed, cuya oxidacién genera un
producto proporcional a la cantidad de la especie reactiva analizada. Esta produccién de
ROS se ha medido en diferentes tipos celulares con una expresién de ENDOG ausente o
reducida, y a los que en paralelo se les ha realizado un tratamiento con el agente
reductor N-acetil-L-cisteina (NAC, Sigma-A7250).

Sonda DHE: los niveles citosélicos de la especie reactiva anion superoxido (O,”) se han
determinado empleando la sonda fluorescente DHE (Sigma D7008) a una concentracién
de 10 puM preparada en DMSO, examinandose la fluorescencia por técnicas de
citometria de flujo (excitacién/emision maxima aproximadamente a 488nm/630nm). Las
células en cultivo son tripsinizadas, lavadas dos veces con PBS 1X y contadas
manualmente con una camara Neubauer. Se resuspende un ndmero similar de células
de cada poblacién en PBS 1X, afadiéndose DHE a una concentracién final de 10 uM en
cada suspensién celular. Las células desenganchadas se incuban con la sonda en tubos

de tipo Falcon de 15 ml a 37°C, 5% CO, durante 30 min protegidas de la luz. Después
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de la incubacién y tras varios lavados con PBS 1X, las células se resuspenden en 200 pl
de PBS 1X y se transfieren a tubos de poliestireno de fondo redondo (Becton
Dickinson), determinandose la fluorescencia emitida mediante citometria de flujo.

Sonda MitoSOX™Red: los niveles mitocondriales de la especie reactiva anion
superoxido (O,7) se han determinado empleando la sonda fluorescente MitoSOX™Red
(Invitrogen M36008) a una concentracion de 2,5 puM preparada en DMSO,
examinandose la fluorescencia por técnicas de citometria de flujo (excitacién/emision
maxima aproximadamente a 510nm/580nm). Las células en cultivo son tripsinizadas,
lavadas dos veces con PBS 1X y contadas manualmente con una camara Neubauer. Se
resuspende un numero similar de células de cada poblacién en PBS 1X, afiadiéndose
MitoSOX™Red a una concentracién final de 2,5 uM en cada suspensién celular. Las
células desenganchadas se incuban con la sonda en tubos de tipo Falcén de 15 ml a
37°C, 5% CO; durante 10 min protegidas de la luz. Después de la incubacion y tras
varios lavados con PBS 1X, las células se resuspenden en 200 ul de PBS 1X y se
transfieren a tubos de poliestireno de fondo redondo (Becton Dickinson),

determinandose la fluorescencia emitida mediante citometria de flujo.

2.12. Cuantificacién de los niveles intracelulares de GSH

La sonda fluorescente ThiolTracker™ Violet (Molecular Probes) es altamente
reactiva con los grupos tioles reducidos, y dado que el glutatién reducido (GSH)
representa la mayoria de los tioles libres intracelulares en células de mamiferos, su
fluorescencia corresponde a la concentracion intracelular de GSH (Ex/Em=404/526 nm).
La disminucion del ratio GSH/GSSG conduce a una situaciéon de estrés oxidativo celular,
asociada tipicamente a una reduccién en el contenido del GSH intracelular, de modo
que esta sonda puede servir como un indicador del estado redox general. El protocolo
siguiente es el que describe el distribuidor. En resumen, las células se siembran en
placas de 96 pocillos y se lavan dos veces con DPBS (Invitrogen) que contiene calcio y
magnesio. A continuacién se afiade la sonda ThiolTracker™ Violet preparada en DPBS a
una concentracion final de 20 uM y se incuban las células a 37°C, 5% CO, durante 30
min. Se hacen dos lavados con DPBS para eliminar la sonda y se aflade 100 ul de medio

normal por pocillo para comenzar las lecturas.
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3. Técnicas de biologia molecular y bioquimica

3.1. Extraccién de ARN, sintesis de cADN y PCR en tiempo real (QPCR)
3.1.1. Extraccién de ARN

3.1.1.1. De cultivos celulares

La extraccion de ARN total a partir de cultivos celulares se ha hecho siguiendo

las instrucciones del manual del kit RNeasy Mini (QIAGEN).

3.1.1.2. De Tejidos

Para la extraccién de ARN total a partir de tejidos, los corazones se cortan en
trozos pequefios de tamafo similar. A un trozo se le afiade 1 ml de trizol y se politrona
hasta homogenizarlo. Se centrifuga 10 min, 12.000 rpm a 4°C y el sobrenadante se
incuba durante 10 min a T® ambiente. Se afiade 200 ul de cloroformo, se mezcla 15 sec
vigorosamente y se incuba 10 min a T® ambiente. Se centrifuga 15 min, 14.000 rpm a
4°C y la fase acuosase pasa a otro tubo eppendorf al que se le aflade 500 ul de
isopropanol para precipitar el ARN. Se vortea e incuba 10 min a T ambiente, y se
centrifuga 10min, 14.000 rpm a 4°C. El sobrenadante se decanta y se limpia el pellet de
ARN con 1 ml de etanol al 75%. Se centrifuga 5min, 10.000 rpm a 4°C y se elimina el
sobrenadante, dejando secar el pellet 10 min a T2 ambiente. Finalmente se resuspende

el ARN con 30-50 ul de agua libre de RNAasas.

Una vez terminada la extraccion, el ARN se cuantifica en el Nanodrop (ND-1000
UV/Vis Spectofotometer, de Nanodrop Technologies), y se comprueba en un gel de

agarosa al 1% que no esté degradado.
3.1.2. Sintesis de cADN

La reaccidon de transcripcion inversa (RT-PCR) para la obtencién del ADN
complementario (cADN) se realiza segun el protocolo de la enzima retrotranscriptasa de
Tagman (Appliedbiosystems) a partir de 1lug de ARN. La reaccion contiene dNTPs,
MgCl,, hexameros, inhibidores de RNasas y la retrotranscriptasa en las proporciones

indicadas por el distribuidor, y se realiza en un termocicladorsiguiendo este protocolo:

25 eC 42 °C 95 2C 4°C
10 min 60 min 5 min oo
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El producto final de la reaccion se puede utilizar para una PCR convencional, 6

para una PCR en tiempo real.
3.1.3. PCR en tiempo real (qPCR)

La técnica de PCR en tiempo real (qPCR) utiliza una sonda especifica para
analizar la expresion relativa de ARNm de cada gen que se estudia. Esta sonda esta
marcada con un fluorocromo, FAM™, que el termociclador CFX96™ de BioRad detecta y
cuantifica. Tanto las sondas como la mix de la reaccién, Tagman PCR Mastermix
Universal, son de Applied Biosystems, y se utilizan en las proporciones indicadas por el
fabricante.

El programa utilizado es el siguiente:

x 40 Ciclos
50 2C 95 2C 95 2C 60 2C
2 min 10 min 15 sec 1 min

Los genes analizados y la referencia de cada sonda se encuentran en la tabla:

GEN N° DE CATALOGO
ACTCI MmO01333821_m1
NPPA MmO01255747_g1
MYHE Mm00440359_m1
POLD1 MmO00448253_m1

Tabla 5. Ensayos TagMan para la PCR en tiempo real.

3.2. Cuantificacién del niumero de copias de ADNmit por mitocondrial

3.2.1. Extraccién del ADN gendémico

El ADN gendmico extraido debe ser de buena calidad y no excesivamente
fragmentado. Es importante no utilizar un protocolo de extraccidon que incluya agentes
que puedan oxidar al ADN, como por ejemplo el fenol, ampliamente utilizado en este
proceso. Por estas consideraciones se utiliza el kit comercial de extraccion de ADN

Olamp DNA Mini Kit (QIAGEN), siendo el protocolo para la extraccién el recomendado
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por el fabricante. Se utilizan aproximadamente dos millones de células, se tripsinizan y
se lavan dos veces con PBS 1X, dejandose secar el pellet después del segundo lavado. El
pellet se resuspende con 200 uL de PBS 1X y se traspasa a un tubo Eppendorf. Se aflade
20 pL de proteinasa K y se agita suavemente. A continuacién se afiade 200 pL de
tampdn AL (previamente agitado). Se incuba 10 min a 56°C y se hace un spin. Se afiade
200 pL de etanol 100% y se mezcla durante 15 segundos. Se vuelve a hacer un spin. El
contenido del tubo se pasa a una columna proporcionada por el kit y se centrifuga a
8000 rpm durante 1'30 min a T? ambiente. Se pone la columna en un tubo nuevo y se
descarta el tubo con el eluido. Se afiade 500 L del tampdén AWL1 en el centro de la
columna y se vuelve a centrifugar a 8000 rpm durante 1 min. Se descarta el eluido y se
coloca la columna en un tubo nuevo. Se afiade 500 pL del tampdn AW2 en el centro de
la columna y se centrifuga a 14000 rpm durante 3 min. Si quedan restos de tampdn
AW?2 se puede volver a centrifugar a 14000 rpm durante 1 min. Se coloca la columna en
un tubo eppendorf rotulado y se aflade a la columna 100 pL de agua destilada. Se
incuba a T® ambiente de 1 a 5 min y se centrifugan a 8000 rpm, 1 min. Se recoge el
eluido en un tubo eppendorf nuevo y se conserva a 4°C, cuantificando su concentracion
con el nanodrop antes de congelarlo. Es muy importante cuantificar correctamente el
ADN extraido. Para ello se realiza una primera determinacién del ADN en la que se
preparan diferentes alicuotas a una concentracion final de 50 ng/uL. Posteriormente se
vuelve a leer la concentracion de ADN de estas alicuotas, y este resultado es el que se

utiliza para calcular la cantidad de ADN que se pone en la PCR semicuantitativa.

3.2.2. PCR en tiempo real (qPCR)

Con la técnica de PCR en tiempo Real se determina el niUmero de copias de 2
genes mitocondriales, ND4, en la zona de la delecibn comun, y 16S, en la zona que
generalmente no se deleciona, asi como el gen nuclear de copia Unica angiogenina 1,
ANGL. El niUmero de copias de las muestras se calculan por extrapolacion en curvas de
calibracidn preparadas con muestras estandar de las cuales conocemos el nimero de
copias. El ratio ND4/16S nos permitird determinar si hay delecion. El ratio 16S5/ANG1

nos permitira determinar si hay deplecion.
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3.2.2.1. Cebadores y sondas utilizados
16S

16S Fw: 5" AATGGTTCG TTT GTT CAACGATT 3
16S Rv: 5" AGA AAC CGA CCT GGATTG CTC 3’
16S SONDA: FAM-5" AAG TCC TAC GTG ATC TGA GTT 3'-MGB

ND4

ND4 Fw: 5' TGCATCAATCATAATCCAAACTCCATGA 3

ND4 Rv: 5' GGCAGAATAGGAGTGATGATGTGA 3!

ND4 SONDA: FAM-5' CCGACATCATTACCGGGTTTTCCTCTTG 3'- MGB

ANG1 Inventoried Assay Life Technologies: Mm00833184_s1

3.2.2.2. Preparacién del stock de las muestras estandar

Para preparar los stocks de las muestras estandar utilizamos un fragmento de
tres genes clonados en sendos plasmidos pCR4-TOPO; Genes mitocondriales: 16S

(fragmento 2469 - 2542) y ND4 (fragmento 11060 —-11151). Gen nuclear: ANG1

16S  Plasmido 33 ng/ul dil 1/20 = Sol A
Sol A dil 1/20 = STD1 (11 070 000 copias/ul)

Hacer aliquotas de 10 uL y congelar a -20°C

ND4 Plasmido 51 ng/uL dil 1/20 = Sol A
Sol A dil 1/20 = Sol B
Sol B dil 1/4 = STD1 (3.5x10° copias/uL)
Hacer aliquotas de 30 uL y congelar a -20°C

ANG1 Plasmido 39 ng/uL dil 1/50 = Sol A
Sol A dil 1/50 = Sol B
Sol B dil 1/50 =STD1 (108 000 copias/ulL)

Hacer aliquotas de 25 ul y congelar a -20°C

Todas las diluciones se hacen con Tris 10 mM pHS.
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ANG1 N° COPIAS/uL
STD1 108.000
STD2 (STD1 dil 1/6) 5uL STD1 + 25 uL Tris 18.000
STD3 (STD2 dil 1/6) 5uL STD2 + 25 uL Tris 3.000
STD4 (STD3 dil 1/6) 5uL STD3 + 25 uL Tris 500
STD5 (STD4 dil 1/6) 9 uL STD4 + 9 uL Tris 250
ND4 N° COPIAS/uL
STD1 3.500.000
STD2 (STD1 dil 1/3) 9 uL STD1 + 18 uL Tris 1.166.667
STD3 (STD2 dil 1/3) 9 uL STD2 + 18 uL Tris 388.889
STD4 (STD3 dil 1/3) 9 uL STD3 + 18 uL Tris 129.630
16S N° COPIAS/uL
—— 1.070.000 (No se pone
en la placa)
STD2 9 uL STD1 + 18 uL Tris (dil 1/3) 3.690.000
STD3 9 uL STD2 + 18 uL Tris (dil 1/3) 1.230.000
STD4 9 uL STD3 + 18 uL Tris (dil 1/3) 410.000
STD5 9 uL STD4 + 18 uL Tris (dil 1/3) 136.670
STD6 9 uL STD5 + 18 uL Tris (dil 1/3) 45.555

Tabla 6. Diluciones de las muestras estandar.

3.2.2.3. Procesamiento del ADN

La primera vez que se procesa una muestra se debe poner triplicados de dos
diluciones diferentes. Si el ADN se ha extraido con el Kit de QIAGEN se ha de diluir
como minimo 10 veces para que los resultados sean fiables. El ADN se deja en hielo
hasta el momento de montar la placa. Las diluciones se pueden preparar el dia anterior
y guardalas a 4°C. Se debe utiliza duplicados de ADN de ratén C57BL6 como control.
Debe dar una delecién alrededor de 1y una deplecién alrededor de 500 cop/ul.

Se va a hacer una reaccién singleplex en la que los 3 genes se ensayan por

separado, en pocillos diferentes y, por tanto, se tiene que preparar un mix para cada

sonda/ensayo.
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PARA 1 REACCION CONCENTRACION FINAL
MASTER MIX 2X 10 uL 1X
ANG1 ASSAY 1ulL PRIMER 900 nM, SONDA 250 nM
ND4 H,O 4 uL HASTA 20 uL
DNA 5ul
MASTER MIX 2X 10 uL 1X
PRIMER 16S F 10 uM 0,6 uL 300 nM
165 PRIMER 165 R 10 uM 0,6 uL 300 nM
SONDA 5uM 0,6 uL 150 nM
H,0 3,2ul HASTA 20 uL
DNA 5ul

Tabla 7. Condiciones de PCR para los genes mitocondriales 16S y ND4, y el nuclear ANGL.
3.2.2.4. Preparacion de la placa

Hay 2 formatos de placa, siendo las cantidades indicadas para preparar las
muestras estandar y el ADN para placas de 96 pocillos. En el caso de utilizar placas de
384 pocillos se debe preparar la mitad de los volimenes indicados. Se prepara el mix
para cada ensayo, y a la hora de montar la placa primero se pone el mix y luego el ADN.
Se sella la placa con la lamina adhesiva, se hace un spin de 5" a menos de 1500 g en la
centrifuga y se proceso en la maquina de real time (placas de 96 al modelo 7500, placas

384 al modelo 7900).

3.3. CRISPR/Cas9 como herramienta de modificacién génica

En el afio 1987 se descubre la existencia de un grupo de secuencias repetidas de
29 nucledtidos, separadas por 32 nucleétidos, dentro de un fragmento de ADN que
codifica para el gen /ap procedente de una cepa del microorganismo Escherichia coli*”.
A finales de los afios 90, se descubre la presencia generalizada de dichas secuencias
tanto en bacterias como en arqueas, ya denominadas con el nombre de secuencias
interespaciadas repetidas en tandem o LTRR, que mas tarde pasan a llamarse con el
acrénimo CRISPR (del inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats). Simultaneamente se identifican cuatro genes Cas (del inglés CRISPR-
associated), localizados en regiones contiguas al locus de CRISPR, proponiéndose que

476
R

su funcionalidad debe ir ligada a la de CRISPR™®. En 2005 se descubre que las

secuencias espaciadoras son homélogas a secuencias pertenecientes a ADN virico, de
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477478 Estas observaciones

cromosomas y de plasmidos que no son transmisibles
permiten hipotetizar que CRISPR debe actuar como un sistema de defensa adaptativo,
propio de microorganismos contra elementos de ADN invasor, siendo su mecanismo de
actuacion similar al del ARN de interferencia existente en eucariotas.

Es a partir del afio 2011 cuando se empieza a explorar la posible aplicacion en
ingenieria gendmica del sistema CRISPR/Cas. Para entonces, ya se conocian los
componentes fundamentales del sistema CRISPR y se pensaba en la manera de
reconvertirlo en un sistema nucleasa que pudiera editar genomas guiado por un ARN
guia. Mediante la caracterizacion bioquimica de Cas9, se constatdé que la enzima
purificada podia ser guiada por un fragmento de ARN formado por la secuencia de un
espaciador y una repeticién (crRNA), para generar un corte en su correspondiente ADN
diana y, no solo esto, sino que fusionando las dos estructuras de ARN del sistema en
una construccién denominada como sgRNA (del inglés single guide RNA) el corte del
ADN diana in vitro se veia facilitado®’**®. Finalmente, diferentes grupos consiguen en el
ano 2013, editar el genoma de células de mamiferos mediante la generaciéon de
mecanismos de reparacion denominados de unién de extremos no homdlogos (NHEJ) o
reparacion directa por homologia (HDR), a través de la expresion heteréloga de Cas9 y
sgRNA que dirigen a la proteina hacia su diana de corte**%,

A partir de ese aflo y hasta la actualidad, la nocion basica del funcionamiento
natural del sistema CRISPR/Cas ha permitido el uso de este sistema como herramienta
de modificacidon genética. Es la proteina Cas9 la encargada de realizar el corte en las
hebras de ADN bicatenario (DSB) en la regién diana. Una vez producido este corte, la
maquinaria celular de reparaciéon del dafio en el ADN se pone en marcha. Dicho
mecanismo de reparacion estd presente de forma natural en la gran mayoria de tipos
celulares y organismos, y puede seguir dos vias de reparacién, la de unién de extremos
no homologos (NHEJ) o la via de reparacion directa por homologia (HDR), segun se
encuentre o no un molde. Mediante la via de unién de extremos no homdlogos (NHEJ),
los dos fragmentos bicatenarios de ADN generados son religados, produciéndose por
ello modificaciones en forma de inserciones o deleciones que, si se producen en el exon
diana, pueden acabar generando un knock-out (KO) por cambios en la pauta de lectura
o por la aparicion de codones de parada prematuros. Por otro lado, si se introduce un
molde de reparacién de forma exdgena, se activa la maquinaria de reparacion de dafo

via HDR. Esta via implica la recombinacién entre el ADN diana que ha sufrido el corte y
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el molde de reparacién, que puede ser un constructo de ADN bicatenario o un
oligonucleétido de ADN monocatenario, en ambos casos con sendas secuencias de
homologia con el ADN diana flanqueando la secuencia de insercion. Este mecanismo es
capaz de producir cualquier tipo de mutacién deseada mediante el reemplazo de la
secuencia diana por el molde de reparacion sintetizado por el investigador con las
alteraciones oportunas®*4,

El sistema de modificacion genética CRISPR/Cas9 se ha utilizado en nuestro
laboratorio con el fin de realizar un Knock-in (KI) en el locus de £ndog en la linea celular
HEK293T mediante el mecanismo de reparacion por recombinacion homdloga. Varios
trabajos describen como mediante el uso del sistema CRISPR/Cas se puede generar con
relativa facilidad un knock-out (KO) de un gen determinado, mediante la reparacion no
homologa del DSB generado por la nucleasa Cas9. Este sistema no permite realizar una
seleccion de las células que han sufrido la mutacién, ya que solo produce la pérdida de
expresion del gen diana, haciendo mas complejo el aislamiento del clon o clones
transfectado/s del resto de células no transfectadas. Por ello nos plateamos utilizar el
sistema de reparacién por recombinacion homoéloga (HDR) como estrategia para
generar un KI de un gen de seleccién, el gen de resistencia a la puromicina, que sera
introducido en el gen diana £ndog. De esta forma se consigue la pérdida de expresién
de nuestro gen de interés y, ademas, mediante la adiccién de puromicina al medio de
cultivo se pueden seleccionar las células transformadas, facilitando asi el estudio de las
lineas mutantes generadas. El protocolo que se ha seguido para conseguir ésto es que

el se describe a continuacion.
3.3.1. Disefio de los sgRNAs

Para el disefio de los sgRNAs se debe realizar una busqueda bioinformatica en
la base de datos gendmicos on-line £nsemb/ que permita obtener la secuencia deseada
de nuestro gen, es decir, la secuencia del extremo 5'UTR, el primer exon y parte del
primer intron. Una vez se dispone de esta informacion, se deben buscar entorno a la
zona deseada, posibles secuencias conservadas PAM (motivo adyacente al
protoespaciador) que facilitan el reconocimiento por el sistema de defensa y son
requisito para poder disefiar los sgRNAs. Estos consisten en los 20 nucleétidos
adyacentes en 5’ a la secuencia PAM que seran sintetizados artificialmente en forma de

oligonucledtidos.
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SORNA-EndoGl

Target: CCGGCCATGCGGGCGCTGCGGGC

Rev: ECCCGCAGCGCCCGCRTGGCCGG -
sgRNA-EndoGl fwd: CACCECCCGCAGCGCCCGCATGGC
SORNA-EndoGlrev: AAACGCCATGCGGGCGCTGCGGGE

sgRNA-EndoG2

Target: GCCATGCGGGCGCTGCGGGCCGE

Rev: CCGGCCCGCAGCGECCCGCATGGC
SURNR—EndOG2de:CACCECCATGEGGGCGCTGCGGGC
SqRNA—EndOG2reV:AAACGCCCGCRGCGCCCGCATGGE

Figura 1. Cebadores disefiados para la realizacion del clonaje de las secuencias especificas

de genoma de los sgRNAs en el vector PX458.

3.3.2. Clonaje de los sgRNAs

Las secuencias de los sgRNAs anteriormente disefiadas deben clonarse en un
vector plasmidico, con el que posteriormente transfectaremos nuestras lineas celulares
de interés. En este caso, se elige el plasmido pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) (addgene
#48138). El sgRNA debe ligarse a un sgRNA scaffold presente en este plasmido que se
encuentra bajo el control del promotor U6. Upstream de esta secuencia, hay una diana
de restriccion para la enzima Bbsl que nos servira para ligar los oligos disefiados de las
secuencias sgRNAs especificas de genoma. Para ello, a las secuencias disefadas por
nosotros como sgRNAs debemos incorporarles la hemidiana de dicha enzima para
poder clonarlos correctamente en el vector; ademas, el vector PX458 también tiene bajo
el control del promotor CBh el gen de la ASpCa9y de la EGFP, por lo que a su vez nos
valdrd para introducir en la célula el segundo componente necesario para el
funcionamiento del sistema CRISPR/Cas, el gen ASpCas9 que codifica para la proteina
humanizada Cas9 de S.pyogenes, asi como el gen EGFP, que nos servird como marcador
de una buena transfeccion del plasmido.

De este modo, para cada sgRNA se debe llevar a cabo la hibridacién de los dos
cebadores que dard como resultado la futura secuencia guia del sgRNA, es decir, un
oligonucleétido de doble cadena con extremos cohesivos para la enzima Bbsl. Para ello,
los cebadores se disuelven en un tampdn de PCR y se desnaturalizan 5 min a 95°C,
dejando que se enfrien a T2 ambiente. A continuacion, se digiere 1 mg de vector con la
enzima Bbsl. Una vez digerido, el ADN se resuelve en un gel de agarosa, procediéndose

al corte y purificacién de la banda correspondiente al vector digerido, que sera ligado
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posteriormente con el inserto. Finalmente, se transforman bacterias competentes £.Col/

DH5a mediante choque térmico con el producto de la ligacién anterior.

3.3.3. Cribado de colonias recombinantes

Se debe realizar un cribado de colonias recombinantes, y asi asegurarnos de
que las colonias obtenidas se han transformado con el plasmido que lleva el inserto
integrado correctamente. Para ello, no se puede realizar una PCR convencional con
cebadores que flanquean la zona de insercién, puesto que la diferencia de nucleétidos
entre la banda obtenida para el plasmido vacio y la banda obtenida para el plasmido
que ha integrado el sgRNA es tan pequeia que no se puede apreciar al correr los
productos de PCR en un gel de agarosa. Por ello, se lleva a cabo una digestién de los
plasmidos con las enzimas Fpsl y Bbsl, ya que cuando se clonan los sgRNAs en el
plasmido PX458, se estad a la vez eliminando una de las dos dianas de restriccién. El
protocolo de digestion es el que se muestra en la tabla 8. Las muestras digeridas se
corren en un gel de agarosa para comprobar las colonias que se han transformado

correctamente, de las cuales se extrae y purifica el ADN plasmidico.

REACTIVO VOLUMEN (uL) TEMPERATURA (°C) TIEMPO (h)
H,0 milliQ 22
Buffer 10X 3
EDTA 10mM 2 o
37°C 2
Enzima Fspl 0,5
Enzima Bbs| 0,5
DNAplasmidico 2

Tabla 8. Condiciones de digestion de los plasmidos PX458-sgRNAs

3.3.4. Disefio y produccién del molde de reparacién

El proposito de este protocolo es generar el fragmento de ADN, que por
recombinacion homologa (HDR), va a permitir obtener el Knock-in (KI) del gen de
resistencia a la puromicina en el gen de £ndog a partir del corte de doble cadena (DSB)
generado por el sistema CRISPR/Cas9. El sistema de reparaciéon por recombinacién
homodloga, como estrategia para generar un Knock-in (KI) de un gen de seleccion,
permitira seleccionar las células transformadas mediante la adicién de puromicina al
medio.Este fragmento debe estar formado por el gen de resistencia a la puromicina,
flanqueado por un lado, por una secuencia del 5'UTR del gen de £ndogy, por el otro

lado, por un fragmento del exén 1 o del intron 1 del mismo gen, siendo estos
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fragmentos flanqueantes los que permitan el proceso de recombinacion homodloga.

Para generar este fragmento se sigue una estrategia que genera brazos de homologia

cortos. La generacion de este fragmento, con brazos de homologia cortos, que servira

como molde de reparacion del DSB, se realiza mediante la amplificacion por PCR. En

este caso mediante una Unica PCR se consigue generar un fragmento de ADN, que

corresponde al gen de resistencia a la puromicina flanqueado por 70 pares de bases a

cada lado, correspondientes a la region 5'UTR del gen £ndogy al exén 1 de Endog. A

continuacion, se detalla el programa de la PCR utilizado.

T i:ragmento Fragmento
— e S'UTR Endog  PURO Exén 1
Plasmid EGFP
tuii:i‘; Ic:tggﬁpurnzz PURG p—— -
PCR FRAGMENTOS HOMOLOGIA CORTOS
REACTIVO VOLUMEN (uL) | TEMPERATURA (°C) TIEMPO (h) CICLO
H,0 milliQ 4 96 1 1
Betaina 5
- 96 30"
MasterMix 2X 12,5 52 30" 35
Primer Fwd 1 72 2'35"
(10mM)
Primer Rev ,
(10mM) 1 72 1 1
Taq/Pfu (5:1) 0,5 4 oo 1
DNA 1

Tabla 9. Condiciones de PCR del fragmento de brazos de homologia cortos.

PCR fragmentos homologia cortos:

Primer Fwd: Se compone de 70 pares de bases correspondientes a la region
5'UTR del gen £ndog seguido de una secuencia que hibrida con la regién 5’
del gen de resistencia a la puromicina.

Primer Rev: Se compone de una secuencia que hibrida con la region 3’ del
gen de resistencia a la puromicina seguido de 70 pares de bases
correspondientes al exon 1 del gen £ndog.

ADN molde: pmEGFP_a_tubulin_IRES_puro2b (addgene #21042). Se elige
este plasmido puesto que contiene el gen de resistencia a la puromicina,
facilitando asi la amplificacion del mismo.

Fragmento amplificado: gen de resistencia a la puromicina flanqueado por

70 pares de bases de homologia con el gen de £ndog a cada lado.
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3.3.5. Transfeccién de la linea HEK293Tcon los sgRNAy el molde de reparacién

Se transfecta la linea celular HEK293T con los PX458-sgRNAs y el molde de
reparacién con brazos de homologia cortos. Primeramente, se planta en una placa de
cultivo de 96 pocillos (M96) la linea celular de interés, con una densidad celular de 2500
células/pocillo en un volumen final de 100 pL con medio HEK293T. Al dia siguiente, se
procede a realizar la transfeccién. Para ello se cambia el medio de cultivo por 80 pL de
medio DMEM no suplementado con SCR7 50mM (inhibidor de la NHEJ) al 5% de FBS
inactivado. Por otro lado, se prepara en un tubo eppendorf una disolucién de DMEM no
suplementado y lipofectamina 2000 (10 uL DMEM + 0,3 L lipofectamina 2000/pocillo).

En tubos eppendorfs diferentes se preparan las siguientes mezclas:

- Control: 10 yL DMEM + 2 pL Producto de PCR/pocillo

- 10 yL DMEM + 2 pL Producto de PCR + 2 yL de sgRNAI linealizado o 2 pL
de PX458-sgRNA1/pocillo

- 10 yL DMEM + 2 pL Producto de PCR + 2 yL de sgRNAZlinealizado o 2 pL
de PX458-sgRNAZ/pocillo

Después, se afladen 10 pL por pocillo de la mezcla de DMEM + lipofectamina
sobre los eppendorfs que llevan los sgRNAs y el molde de reparacién. Se agitan
suavemente y se incuban durante 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se
anaden 20 pL de la mezcla por pocillo segun la condicién requerida. Al dia siguiente de
la transfeccion, se cambia el medio de cultivo por medio DMEM suplementado con 10%
suero fetal bovino (FBS), 1 mM HEPES, 1 mM de piruvato sédico, 2 mM L-glutamina, 1%
de penicilina/estreptomicina (P/S), y 250 mM de SCR7.

Una semana después, las células en las que se haya producido la recombinacién
homologa de manera eficiente seran resistentes a la puromicina. Asi pues, y con el fin
de seleccionarlas, se cambia el medio por 100 yL de DMEM suplementado, 250mM de
SCR7 y 5 pg/ml de puromicina. Se debe cambiar el medio con la seleccion dos veces
por semana hasta que comiencen a crecer clones resistentes. En estos clones resistentes
a la puromicina se analizara el nivel de expresion de ENDOG mediante western blot,

seleccionando aquellos en los que la expresion de ENDOG esté totalmente ausente.

3.4. Extraccion de proteinay Western Blot (WB)

3.4.1. Extraccién de proteina.
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3.4.1.1. De cultivos celulares

Después de cada tratamiento, las células se lavan dos veces con PBS 1X frio y se
afade 100 pL de un tampdn de lisis celular, que contiene Tris-HCl 100 mM (pH= 6,8) y
2% SDS (Sodium Dodecy! Sulfate Lab Clinics). Los lisados proteicos se recogen en tubos
eppendorf y se sonican durante 30 segundos para fragmentar el ADN gendmico. A
continuacion se centrifugan 5 min, 14000 rpm a 4°C y el sobrenadante se transfiere a
tubos eppendorf nuevos.

La cuantificacién de la proteina total se hace por el método de Lowry, utilizando
el kit Bio-Rad DC Protein Assay. Las muestras se preparan para que tengan la misma
cantidad de proteina total y el mismo volumen con el tampén de carga Laemml
compuesto por 10% SDS, 50% glicerol, 720 nM de B-Mercaptoetanol (BioRad), azul de
bromofenol y 250 nM de Tris pH 6,8.

3.4.2. Electroforesis SDS-PAGE

Las proteinas se resuelven mediante electroforesis con geles de poliacrilamida
con SDS. Estos geles son desnaturalizantes y permiten la separacién de las diferentes
proteinas de una mezcla en funcion de su peso molecular. Se preparan a partir de la
solucion ACRYL/BIS™ (BioRad), la cual contiene 39% de acrilamida y 1% de
bisacrilamida. La polimerizacién se realiza con 0,1% de TEMED (Sigma-Aldrich) como
iniciador de la reaccién y persulfato de amonio, PSA (Sigma), al 0,05% como catalizador
de la misma.

Se utilizan geles discontinuos, formados por dos partes con porcentajes de
acrilamida diferentes, en los que la parte superior o gel apilador tiene un porcentaje de
acrilamida bajo (4-5%) y se prepara en tampdn Tris-HCl 125 uM pH 6,8, y la parte
inferior o gel separador tiene un porcentaje de acrilamida que depende del tamafo de
la proteina que queremos estudiar (6-15%), y se prepara en tampdn Tris-HC| 375 uM pH
8.8.

Una vez han solidificado los geles, se montan en el sistema y se cargan las
muestras en ellos. Se dejan migrar a corriente contante de 20-25 mA/gel, en un tampdn

de electroforesis que contiene Tris 25 mM, Glicina 1,44% y SDS 0,1%.
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Siempre se carga en uno de los pocillos de cada gel un marcador de pesos
moleculares pretefiido para tener una referencia sobre el peso de las proteinas

detectadas.

3.4.3. Transferencia de proteinas

Una vez separadas las proteinas, éstas son transferidas a una membrana PVDF
(Immobilon-P, Millipore); previamente activada en metanol, lavada con agua y
equilibrada con tampoén de transferencia (Glicina 39 mM, Tris base 49 mM, SDS
0.0375%, Metanol 20%). El dispositivo de transferencia utilizado es un sistema Hoefer
semidry, que fija una intensidad de 0.8mA/cm? durante 1h.

Se cortan 4 hojas de papel de filtro grueso del mismo tamafio que el gel, se
mojan en tampdn de transferencia y se colocan en el sistema de transferencia sobre la
placa base (anodo): dos hojas de papel de filtro, la membrana, el gel y dos hojas mas de
papel de filtro empapado. Se cierra la cubierta para que el electrodo (catodo) entre en
contacto con el sdndwich y tenga lugar la transferencia.

Una vez finalizada, incubamos nuestra membrana con rojo Ponceau (Ponceau
0.1%, Acido acético 5% y H,0 hasta 50 mL), durante 5 min a T2 ambiente, para
asegurarnos de que ésta se ha realizado correctamente. Luego, se elimina la tincién con
el tampon TBS-T (20mM Tris HCI pH= 8, NaCl 150mM, Tween-20 0.1%) hacienda varios
lavados hasta que la membrana queda totalmente limpia. A continuacién, se bloquea la
membrana con 20mL de TBS-T que contiene un 5% de leche desnatada en polvo
durante 1h a T® ambiente en agitacidén. Pasado el tiempo, se realizan tres lavados de

10min con TBS-T y se incuba con el anticuerpo primario.

3.4.4. Inmunodeteccion

La solucién del anticuerpo primario se prepara en TBS-T con 0.02% de azida
sédica y se afade el volumen de anticuerpo segun la dilucién indicada por la casa
comercial (Tabla 10). Normalmente la incubacion tiene lugar toda la noche a 4°C con
agitacion constante, aunque para anticuerpos como anti-Gapdh ¢ anti-a-Tubulina la
incubacién es de 30 min-1 hora a T? ambiente, ya que la intensidad de la sefial es muy
fuerte. Al dia siguiente, se lavan las membranas tres veces, 10min, con TBS-T y se incuba
durante 1h a T® ambiente en agitacion con el anticuerpo secundario adecuado
conjugado a la peroxidasa de rabano (Horseradish peroxidase o HRP) diluido en TBS-T

(Tabla 11). Después, se vuelve a lavar tres veces durante 10min con TBS-T.
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A continuacion, se procede con el revelado mediante el kit de
quimioluminiscencia £Z-ECL (Biological Industries) o SuperSignal West Dura (Pierce),
dependiendo del anticuerpo primario utilizado. Finalmente, se expone la membrana a
films Fuji RX a diferentes tiempos en funcion de la sefial emitida en la cdmara oscura de
revelado y se revelan los films en la reveladora Optimax (Protec, Alemania).

Para comprobar que la carga y la transferencia de las muestras ha sido
homogénea a lo largo del gel, realizamos un control de carga. Se realiza el western blot
anti-gapdh ¢ anti-a-tubulina sobre la misma membrana o bien, alternativamente se tifie
la membrana con un colorante llamado azul de naftaleno, siguiendo el procedimiento
siguiente: activacion de la membrana con metanol durante 5 min en agitacién, lavado
de 5 min con H,0 seguido de una incubacion de 5 min con el azul de naftaleno y
finalmente, tres lavados de 5 min con una solucidén de lavado (25% metanol,7% acido

acético completado con H,0 hasta un volumen final de 50 mL), y se deja secar la

membrana a T? ambiente.

ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA DILUCION | APLICACION
ENDOG Abcam ab76122 1:2.000 WB
pSer473-AKT Cell Signaling 4060 1:1.000 WB
AKT Santa Cruz Techn Sc-1618 1:1.000 WB
pSer21/9-GSK38B Cell Signaling 9331 1:1.000 WB
GSK38 Abcam ab18893 1:1.000 WB
CycD1 Santa Cruz Techn SC-20044 1:500 WB
CycEl Cell Signaling 4129 1:1.000 WB
CycBl Abcam ab181593 1:1.000 WB
CDK1 Abcam ab32384 1:2.500 WB
pY15-CDK1 Abcam abl8 1:1.000 WB
B-CATENINA BD 610153 1:1.000 WB
HDAC4 Santa Cruz Techn SC-11418 1:500 WB
GAPDH Abcam ab8245 1:10.000 WB
LAMIN A/C Abcam ab8984 1:1.000 WB
PTB-Nt Abcam ab5642 1:3.000 WB
CitC Abcam ab13575 1:1.000 WB
COX 1V Thermo Fisher A21348 1:40.000 WB
pSer1981-ATM Santa Cruz Techn 10H11.E12 1:200 WB

Tabla 10. Anticuerpos primarios utilizados en western blot (WB).




ANTICUERPO CASA COMERCIAL REFERENCIA DILUCION | APLICACION

Mouse IgG-HRP Sigma A9046 1:10.000 WB
Rabbit IgG-HRP Sigma A0545 1:10.000 WB
Goat IgG-HRP Sigma A9046 1:20.000 WB

Tabla 11. Anticuerpos secundarios utilizados en western blot (WB).
3.5. Secuenciacion del genoma mitocondrial

El genoma mitocondrial completo de 7 corazones de ratones Endog **'y
Endog 7" se ha secuenciado mediante PCR de largo alcance (kit de PCR de Takara LA)
usando 50-100 ng de ADN y cebadores de ADNmit especificos: F: 5'-GGTTCGTTTGTTC
AACGATTAAAGTCCTACGTG 3' y R:5'GAGGTGATGTTTTTGGTAAACAGGCGGGGT-3'). La
cuantificacion del ADNmit amplificado se ha realizado utilizando el fluorometro Qubit
2.0 (kit de ensayo Qubit dsDNA BR, Invitrogen). Las muestras se han preparado con el
kit de preparacion de muestras de ADN Nextera XT (llumina) de acuerdo con el
protocolo del fabricante para fragmentos de 150 pares de bases. Se ha utilizado 1 ng de
ADNmit amplificado para preparar cada archivo. Después de la limpieza de PCR con
perlas Ampure XT (Beackman Coulter), los archivos fueron normalizados y agrupados.
Esta agrupacién se llevd a cabo en el kit de reactivos MiSeq V2 (300 ciclos y 2x150
quimicas) (Illumina), se secuenciaron en la plataforma MiSeq y se analizaron utilizando
el Software MiSEq Controly el Software MiSeq Reporter. Los archivos se multiplexaron
para obtener una cobertura media de 3000X. La secuencia de referencia utilizada fue de

la cepa Mus musculus C57BL/6J (GenBank Ref. NC_005089.1).

3.6. Recolecciéon de datos protedmicos mitocondriales y andlisis cuantitativo de
iTRAQ.

Se agruparon dos muestras independientes enriquecidas con mitocondrias
por genotipo. La descripcidon detallada del procedimiento puede encontrarse en el

estudio de Cardona®™’

et al En resumen, las proteinas se digirieron utilizando el
protocolo de preparacion asistada de muestras por filtro (FASP) y los péptidos
resultantes marcados con marcaje isobarico para la cuantificacién relativa y absoluta

(iTRAQ), fraccionados por intercambio catiénico y analizados por LC-MS/MS.
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4. Herramientas informaticas

4. Herramientas informaticas

Las trayectorias a lo largo del tiempo para estudiar la recuperacidon del
nimero de copias de ADNmit en MEFs £ndog ”*y Endog ”~ se evaluaron utilizando
splines naturales que permiten ajustar las tendencias no lineales. Para evaluar el efecto
mixto del genotipo o del EtBr se utilizaron modelos en los que se incluyen el término de
interaccion de tipo celular o tratamiento con el tiempo. Se evalu6 el efecto adicional del
agente reductor NAC incluyendo el término de la interaccion con NAC. Estos analisis se

realizaron con el software R (R Core Team).
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1. Estudio del rol biolégico de ENDOG

1.1. En el crecimiento y proliferaciéon de los cardiomiocitos durante el desarrollo del
corazén

Los ratones nulos para el gen de £ndog (ratén Endog ) viven hasta la edad
adulta sin problemas en el crecimiento y desarrollo, no encontrandose diferencias fisicas
visibles entre los ratones control, £ndog **, y los ratones Endog ”". La proporcién de
ratones £ndog 7~ que nacen es consistente con las leyes de la herencia mendeliana,
siendo el nimero de crias por parto similar entre ratones £ndog *'* y Endog ” (figura
1G). Esto concuerda con lo publicado anteriormente en ratones a los que se les elimina
Unicamente el gen de £ndog (y no el gen adyacente con funcién desconocida), y en los
que el desarrollo y la apariencia son normales, no encontrandose diferencias a nivel de
organo ni a nivel celular en bazo, timo, corazon, higado, testiculos y estdmago
analizados histolégicamente****,

Pese a que los corazones de ratones £ndog ”~ no presentan un desarrollo
anormal ni alteraciones en su morfologia, teniendo el mismo tamafio y peso respecto a
los Endog **, resultados previos de nuestro grupo han demostrado que el area de los
cardiomiocitos £ndog " en ratones adultos es mayor, y que la disminucién de la
expresiéon de ENDOG en cardiomiocitos neonatales de rata /n vitro produce un
crecimiento de los mismos*’?, lo que sorprende con el hecho de no detectar un
fenotipo de hipertrofia en corazones adultos £Endog 7.

Por otros modelos de ratones que tenemos en el laboratorio como, por
ejemplo, el ratéon nulo cardioespecifico de las Caspasas 3y 7 (DKO 37" 7 7"), hemos
visto que a veces la falta de células genera una hipertrofia adaptativa a posteriori, ya
que al ejercer la misma carga de trabajo sobre un corazdn que tiene menos células,
éstas se hipertrofian para poder hacer frente a esta demanda®®°.

Esto nos llevé a estudiar si estos dos acontecimientos, un menor nimero de
células y un mayor tamafo de las mismas, podian estar sucediendo de forma paralela
en los corazones £ndog 7, lo que encajaria con el hecho de que las células fueran mas
grandes y, sin embargo, el corazén Endog ” pesase lo mismo que el de tipo salvaje
Endog ™.

En primer lugar, se cuantificé el area de cardiomiocitos neonatales primarios
aislados de corazones £Fndog " y Endog ¥y marcados mediante inmunofluorescencia

con el anticuerpo alfa actinina (a-actinina), una proteina de union a la actina

especialmente abundante en el sarcédmero de los cardiomiocitos, obteniéndose un
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incremento del 30% en el tamafio de los cardiomiocitos neonatales £Fndog ”~ (figura
1A). Para confirmar este resultado, se analizé la expresion de genes implicados en la
hipertrofia y diferenciacion cardiaca en corazones neonatales £ndog ** y Endog
mediante PCR en tiempo real (figura 1B). La expresion de los genes alfa actina cardiaca
1 (ACTCI1) y péptido natriurético atrial (MPPA), que participan en el incremento de
tamafio de los cardiomiocitos, se encuentra aumentada en los corazones neonatales
Endog 7. Del mismo modo, la expresion del gen de la cadena pesada de la alfa miosina
cardiaca (MYH6), implicado en el proceso de diferenciacion de los cardiomiocitos,
también se encuentra incrementada en los corazones neonatales Endog 7. Estos
resultados indican que los cardiomiocitos de los corazones neonatales £ndog ”~ son
mas grandes y, por tanto, expresan mas genes y proteinas estructurales que forman
parte de los sarcomeros como la proteina alfa actinina (a-actinina) o el gen de la alfa

7" estdn mas

actina cardiaca 1 (ACTC1); pero ademas los cardiomiocitos £ndog
diferenciados como sefiala la expresidn incrementada del gen de la cadena pesada de la
alfa miosina cardiaca (MYH6), sugiriendo la necesidad de un fenotipo mas especializado
y adulto para poder mantener la funcién contractil del corazdn vy, sin embargo, los
corazones neonatales £ndog ' y Endog 7" tienen el mismo tamafio y peso (figura 1C),

7471 también

confirmando que el fenotipo descrito en los corazones adultos £ndog
esta presente en la etapa neonatal.

A continuacion se cuantifico el nimero de cardiomiocitos que constituyen los
corazones neonatales £Endog ** y Endog 7" mediante recuentos celulares, obteniéndose
casi un 35% menos de células en los corazones neonatales £ndog ”~ (figura 1D). Para
confirmar este resultado se analizd la expresion de uno de los marcadores de
proliferacion mas comunmente utilizados en investigacion, Ki-67, mediante
inmunohistoquimica en corazones neonatales Fndog ** y Endog *, obteniéndose un
40% menos de cardiomiocitos positivos para Ki-67 en los corazones Endog ”~ (figura
1E). Ademas se analizo la expresidon del gen de la polimerasa delta 1 (POLDI), implicado
en el proceso de replicacién del ADN y, por tanto, en la progresién del ciclo celular, en
corazones neonatales £ndog ** y Endog 7~ mediante PCR en tiempo real, obteniéndose
una disminucion en los corazones £ndog ” (figura 1F). Estos resultados indican que los
corazones £ndog 7 tienen menos células en el momento del nacimiento, y sugieren
que durante el desarrollo embrionario y en la etapa perinatal se debe producir una

represion de la maquinaria de division y una salida del ciclo celular, perdiendo asi los
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cardiomiocitos £ndog " su capacidad proliferativa antes y después del nacimiento. De

manera que los corazones Endog 7

no compensan el hecho de tener menos
cardiomiocitos aumentando el tamafio de los mismos, sino que ambos procesos se
producen simultaneamente durante el desarrollo embrionario, seflalando a ENDOG

como un regulador del crecimiento y la proliferacion de las células cardiacas.
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Figura 1. Andlisis del tamafio y nimero de cardiomiocitos presentes en corazones neonatales (P3-P4)
de ratones £ndog o y Endog 7. A. Area celular promedio de al menos 150 cardiomiocitos neonatales
primarios £ndog "'y Endog ¥~ marcados mediante inmunofluorescencia con a-actinina (citoplasma) y
hoechst (nucleo) en 3 experimentos independientes. B. Analisis de la expresiéon de los genes a-actina

cardiaca 1 (ACTCI)y péptido natriurético atrial (WPPA), asi como del gen de la cadena pesada de la

+/-

alfa miosina cardiaca (MYH6) en 5 corazones neonatales £ndog 7'y Endog ” mediante PCR en

tiempo real. C. Peso de 10 corazones neonatales £ndog ”*'y Endog . D. Recuento del ndimero de

+/-

cardiomiocitos neonatales presentes en 6 corazones neonatales £ndog *” 'y Endog ” mediante

camara de Neubauer. E. Porcentaje de células positivas para Ki-67 e imagenes de la

“* 'y Endog 7. Las células

inmunohistoquimica contra Ki-67 en 5 corazones neonatales £ndog
positivas presentan marcaje marrén y los nlcleos sin marcar se visualizan en azul. Barra de escala:
100um. F. Anélisis de la expresion del gen de la polimerasa delta 1 (POLDI) en 5 corazones neonatales

"y Endog ”" mediante PCR en tiempo real. G. Nimero de crias nacidas en 15 partos de

Endog
ratonas £ndog 7'y Endog . CM: cardiomiocitos. Analisis estadistico con el test t-student siendo

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. ns: no significativo.
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1.2. En la proliferacién de células de roedores y humanas en divisiéon

A raiz de los resultados obtenidos en cardiomiocitos nos cuestionamos si de la
misma manera ENDOG podia estar regulando el crecimiento y la divisidon celular de
otros tipos celulares.

En primer lugar, analizamos la capacidad de divisién celular de los fibroblastos
primarios de piel de ratones Endog ”*'y Endog ”" in vitro. Los fibroblastos £ndog 7
completan un menor nimero de ciclos a lo largo de las 72 horas que permanecen en
cultivo (figura 2A), disminuyendo el porcentaje de células presentes en la fase S del ciclo
celular, y aumentando el porcentaje de células que se acumulan en las fases G1 y G2-M
del ciclo celular (figura 2C). También cuantificamos el tamafio de los fibroblastos
primarios £ndog **'y Endog ¥~ mediante el contador CoulterZ2, obteniendo que los
fibroblastos Endog ¥~ son mas grandes respecto a los fibroblastos control £ndog *
(figura 2B).

A continuacion extendimos el andlisis de la capacidad de division celular a otros
modelos deficientes en ENDOG como fibroblastos de rata de la linea celular Rat-2, a los
que se les disminuye la expresion de ENDOG mediante el uso de vectores lentivirales,
utilizando dos variantes de shRNA contra el ARN mensajero (ARNm) de £ndog (Endog
ShRNA 1y 2), y células embrionarias de rifiédn humano (HEK293T) a las que se les
elimina el gen de £ndog mediante el sistema CRISPR/Cas9, utilizando los ARN guias de
Endog 1y 2 (Endog sgRNA 1y 2).

Los fibroblastos Rat-2 transducidos lentiviralmente con los £ndog shRNA 1y 2
completan un menor numero de ciclos respecto a su control, fibroblastos Rat-2
transducidos con el scrambled shRNA (Scr shRNA), durante las 48 horas que
permanecen en cultivo (figura 2D), disminuyendo el porcentaje de células presentes en
la fase S del ciclo celular, y aumentando el porcentaje de células que se acumulan en la
fase G1 del ciclo celular (figura 2E). Estos efectos observados son mas fuertes en células
transducidas con el £ndog shRNA 1 donde la caida de la proteina ENDOG es mayor,
consiguiendo asi una mayor represion de la expresion con la variante 1 de los £ndog
shRNAs utilizados en los fibroblastos Rat-2.

También las células embrionarias de rifién humano (HEK293T) a las que se les
elimina totalmente el gen de £ndog mediante los ARN guias £ndog sgRNA 1y 2

(HEK293T-£ndog ”") completan un menor nimero de ciclos durante las 48 horas que
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Figura 2. Analisis del efecto de la falta de ENDOG en la proliferacién celular y la progresién del ciclo
celular de diferentes lineas celulares en divisién. A. Nimero de ciclos que completan durante 72 horas
los fibroblastos primarios de piel de ratones £ndog "y Endog . n=5. B. Cuantificacién del tamafo

de fibroblastos primarios de piel de ratones £ndog **

y Endog ”" mediante el contador Coulterz2.
n=5. C. Porcentaje de fibroblastos primarios de piel de ratones £ndog ™"y Endog " distribuidos en
cada una de las fases del ciclo celular. n=5. D.E. Nimero de ciclos que completan los fibroblastos de
rata de la linea celular Rat-2 durante 48 horas, asi como el porcentaje de células Rat-2 distribuidas en
cada una de las fases del ciclo celular, previamente transducidas lentiviralmente con el shRNA control,
Scr shRNA, y los shRNA de Endog 1y 2. n=5. F.G. NUmero de ciclos que completan durante 72 horas
las células humanas HEK293T y las HEK293T-£ndog ", generadas con los ARN guias de £ndog (sgRNA
1 y 2) mediante el sistema CRISPR/Cas9, asi como el porcentaje de células HEK293T y HEK293T-
Endog 7" distribuidas en cada una de las fases del ciclo celular. n= 4. NT: No Transducido. Scr:

scrambled. n= nimero de experimentos independientes realizados. Analisis estadistico con el test t-

student siendo *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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permanecen en cultivo (figura 2F), disminuyendo el porcentaje de células presentes en
la fase S del ciclo celular, y aumentando el porcentaje de células que se acumulan en las
fases G1 y G2-M del ciclo celular (figura 2G). En este caso con ambos £ndog sgRNAs se
observa el mismo fenotipo ya que la proteina ENDOG estd completamente ausente en
estas células.

Estos resultados indican que el papel provida de ENDOG no se limita sélo a los
cardiomiocitos en los que su expresion y funcién es muy importante, sino que también
es capaz de regular el crecimiento y la proliferacién de células de roedores y humanas

en division.

1.3. En la proliferaciéon de células tumorales humanas /n vitro y su capacidad de
generar tumores /in vivo

Dado que en una linea humana la ausencia de ENDOG hace que las células
pierdan su capacidad de dividirse, el siguiente paso fue analizar si sucedia lo mismo en
una linea tumoral humana. Para ello se utilizaron células de la linea tumoral Ishikawa
(IK) que derivan de un adenocarcinoma de endometrio humano moderadamente
diferenciado y en las que la expresién de ENDOG es elevada respecto a otras lineas
tumorales, tal y como serd mostrado mas adelante (figura 4A).

La disminucién de la expresion de ENDOG mediante el uso del vector lentiviral
Endog shRNA 3 hace que las células IK completen un menor nimero de ciclos respecto
a su control, células IK transducidas con el scrambled shRNA (Scr shRNA), a lo largo de
las 96 horas que las células se mantienen en cultivo (figura 3A), y a diferencia de lo
observado en las anteriores lineas celulares, aumenta el porcentaje de células que se
acumulan en la fase S del ciclo celular, y disminuye el porcentaje de células presentes en
la fase G2-M del ciclo celular (figura 3B).

Ya que las células IK son capaces de desarrollar tumores subcutédneos cuando se
inyectan bajo la piel de ratones inmunodeprimidos (SCID), quisimos estudiar la
capacidad de las células IK deficientes en ENDOG de generar un tumor sélido in vivo.
De manera que inyectamos subcutdneamente células IK transducidas con el vector
control (Scr shRNA) en la parte derecha de la espalda de estos ratones y el mismo
numero de células transducidas con el £ndog shRNA 3 en la parte izquierda, dejandolas
crecer durante aproximadamente 1 mes, tiempo durante el cual se fue midiendo el
crecimiento de los tumores que se iban desarrollando. Al finalizar el experimento

observamos una reduccion significativa en el volumen del tumor /n vivo formado por
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células IK transducidas con el £ndog shRNA 3 (figura 3C). Estos resultados indican que
la influencia de ENDOG en el proceso de division celular también abarca células
tumorales humanas como las células IK, dificultando su proliferacion /n vitroy limitando
su capacidad de generar tumores /n vivo cuando la expresién de ENDOG en ellas es

reducida.
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Figura 3. Efecto de la expresién reducida de ENDOG en la division celular de células tumorales
humanas Ishikawa /n vitro e in vivo. AB. Nimero de ciclos que completan las células Ishikawa durante
96 horas, asi como el porcentaje de células Ishikawa distribuidas en cada una de las fases del ciclo
celular, previamente transducidas lentiviralmente con el shRNA control, Scr shRNA, y el shRNA de
Endog 3. n=3. C. Curva de crecimiento del volumen de los xenoinjertos en ratones SCID, e imagen de
dos xenoinjertos representativos de cada grupo, el control (células IK transducidas con el Scr shRNA) y
con la inhibicion de la expresion de ENDOG (células IK transducidas con el shRNA de Endog 3). Barra
de escala: 1cm. n=5. NT: No Transducido. Scr: scrambled. n= nimero de experimentos independientes

realizados. Andlisis estadistico con el test t-student siendo *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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2. Caracterizacién de la expresion de ENDOG en lineas tumorales /n vitro

y tejido tumoral humano /n vivo

Al analizar la expresién de ENDOG en diferentes lineas tumorales derivadas de
un carcinoma de endometrio humano detectamos que ésta disminuye en las lineas
tumorales endometriales menos maduras, mas tumorigénicas e invasivas (figura 4A); asi
la expresion de ENDOG es mayor en las células Ishikawa, con caracteristicas propias de
un carcinoma endometrial de tipo I, mientras que disminuye en las células HEC-1A y
MFE-296 que representan un carcinoma endometrial de tipo II. El carcinoma
endometrial tipo I corresponde a un tumor de bajo grado, con prondstico favorable,
que normalmente expresa receptores de estrdgenos y progesterona, y se asocia a una
exposicidn excesiva a estrdgenos. Mientras que el carcinoma endometrial tipo II se trata
de un tumor poco diferenciado y de peor prondstico, que no suele estar asociado a
estimulacién estrogénica pero si a un endometrio atréfico u ocasionalmente a pélipos
endometriales*®>*%,

Para confirmar que la disminucién de la expresién de ENDOG en las lineas
tumorales HEC-1A y MFE-296 no se debe a que éstas tienen un menor contenido
mitocondrial respecto a las IK se utilizaron dos marcadores mitocondriales, la citocromo
C oxidasa (COXIV), ultima enzima de la cadena respiratoria que transfiere los electrones
al oxigeno durante la respiracion mitocondrial, y la dihidrolipoil deshidrogenasa (DLD)
que forma parte del complejo multienzimatico 2-oxoglutarato deshidrogenasa situado
en la matriz mitocondrial (figura 4A). La disminucion de COXIV en las lineas HEC-1A y
MFE-296 puede explicarse por el llamado efecto “Warburg”, fenédmeno por el cual el
aumento en el consumo de glucosa se destina a la biosintesis de lactato y no a su
metabolismo oxidativo en el interior de la mitocondria®’. Este cambio metabdlico
facilita la sintesis de los intermediarios necesarios para un rapido crecimiento celular y
mejora la capacidad antioxidante de las células cancerosas permitiendo afrontar el
enorme estrés oxidativo generado con la pérdida de las interacciones célula-matriz. De
esta manera el efecto "Warburg” no solo influye en el crecimiento del tumor sino que
también facilita la progresién metastasica, por lo que las células cancerosas favorecen
este fendbmeno a través de mecanismos que regulan negativamente el metabolismo
oxidativo de la glucosa. Uno de estos mecanismos es la inhibicion de la expresiéon y la
actividad de la citocromo C oxidasa a través del factor de transcripcion Snail, un
importante regulador del fenotipo invasivo que reprime el consumo de oxigeno y la
respiracién mitocondrial, favoreciendo asi la progresion tumoral y la metastasis*®®. Por

este motivo nos hemos basado en la expresidon de la DLD como marcador del contenido
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mitocondrial, siendo similar en las tres lineas tumorales de endometrio analizadas y
descartando asi que la reducida expresién de ENDOG en las lineas HEC-1A y MFE-296
se deba a que éstas presentan un menor nimero de mitocondrias.

Las células tumorales llevan a cabo un proceso conocido como transicidén
epitelio-mesénquima (EMT), en el que las células pierden la polaridad y los contactos
célula-célula, expresan componentes mesenquimales asi como proteinas que degradan
la matriz extracelular y manifiestan un fenotipo migratorio. Estas células tumorales
mesenquimales adquieren la capacidad de separarse del tumor primario, penetrar a
través de la membrana e infiltrar tejidos contiguos para metastatizar*®. La pérdida de la
expresion de E-cadherina, una glicoproteina central en las uniones adherentes
célula-célula, es clave en el proceso EMT*, llegando a establecerse una correlacién
entre niveles bajos de E-cadherina y una mayor invasion tumoral. La via de sefalizacion
Whnt/B-Catenina juega un papel importante en la induccion de los represores de
E-cadherina a través de la inhibicion de la fosforilacién de la B-catenina mediada por
GSK3B*'. De acuerdo a su mayor capacidad invasiva, las lineas HEC-1A y MFE-296
tienen una menor expresiéon de B-Catenina y E-cadherina, asi como una mayor
expresion del marcador mesenquimal vimentina respecto a la linea tumoral IK. La
disminucién de la expresion de ENDOG en estas lineas tumorales endometriales se
asocia al cambio fenotipico ligado a la invasividad, siendo la expresion mayor en un
fenotipo epitelial (células IK) y menor en un fenotipo mas mesenquimal (células HEC-1A
y MFE-296) (figura 4A).

La confirmacion definitiva de la reducida presencia de ENDOG en células
tumorales de endometrio menos diferenciadas y mas tumorigénicas viene del analisis
de su expresidn en muestras de tejido tumoral humano de endometrio de grado
histoldgico II, cedidas por el biobanco del HUAV-IRBLIeida (figura 4B). Contrariamente
a este resultado, ENDOG se encuentra altamente expresada en muestras de tejido
tumoral humano moderadamente diferenciado de colon, higado, pulmén y, en menor
grado de mama (figura 4B), indicandonos que ENDOG no sigue un patron de expresion
similar en los diferentes tumores sino que parece especifico del tipo de cancer; no
obstante, el nUmero de casos analizados por cada tejido tumoral es muy reducido y, en
consecuencia, serian necesarios analisis complementarios a los presentados en este

trabajo para corroborar estos resultados.
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Figura 4. Andlisis de la expresiéon de ENDOG en diferentes lineas tumorales derivadas de un carcinoma
de endometrio humano con distinto potencial metastasico, asi como en muestras humanas de
diferentes tejidos no tumorales y tumorales cedidas por el biobanco del HUAV-IRBLleida.
A.Extractos totales de proteina procedentes de las células tumorales de endometrio IK, HEC-1A y MFE-
296 en las que se ha analizado la expresion de ENDOG mediante western blot asi como los
marcadores del contenido mitocondrial COXIV y DLD, y los marcadores de la transiciéon epitelio-
mesénquima B-catenina, E-cadherina y Vimentina. n=2. B. Extractos totales de proteina procedentes de
muestras de diferentes tejidos humanos no tumorales y tumorales en las que se ha analizado la
expresion de ENDOG mediante western blot n=2. MITO: contenido mitocondrial. EMT: transicion
epitelio-mesénquima. COXIV: citocromo C oxidasa. DLD: dihidrolipoil deshidrogenasa. NB: azul de

naftaleno. n= nimero de experimentos independientes realizados.
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3. Deteccién de ROS y sus posibles efectos sobre las funciones alteradas
en ausencia de ENDOG

3.1. En células de roedores postmitdticas: cardiomiocitos primarios de ratones
Endog ** y Endog ™",y cardiomiocitos primarios de rata

Resultados previos de nuestro grupo demuestran que la reducida expresion de
ENDOG en cardiomiocitos neonatales de rata incrementa la produccién de especies
reactivas del oxigeno (ROS) /n vitro, y que la produccién de ROS es mayor en las
mitocondrias aisladas de corazones Endog ”" in vivo *’*. Estos datos junto con otras
publicaciones de las que se ha hablado extensamente en la introduccién, nos han
llevado a sospechar si las ROS pueden actuar como mediadoras en el rol que ejerce
ENDOG sobre la regulacién del crecimiento y la division celular, de tal manera que sean
los diferentes niveles de expresion de ENDOG los que puedan estar alterando la
produccién o abundancia de las ROS en la célula, siendo éstas las encargadas de activar
o desactivar la sefializacién que lleva al crecimiento, tanto en tamafio como en niimero,
en células deficientes o con insuficiente expresion de ENDOG.

Para ello el primer paso ha sido cuantificar la produccién del anion superoxido
(O;7) en los diferentes tipos celulares deficientes en ENDOG, en paralelo a un
tratamiento con un agente neutralizador de especies reactivas del oxigeno, la N-acetil-
L-cisteina (NAC), precursor de la sintesis del glutatién pero también un potente agente
reductor que neutraliza directamente los radicales libres mediante su grupo sulfhidrilo
(-SH) libre. A continuacién se ha estudiado si los efectos observados en estas células,
aumento de crecimiento y disminucién de la proliferacion, son revertidos mediante el
tratamiento con NAC, sefialando asi a las ROS como intermediarias del rol biolégico de
ENDOG.

Para cuantificar la produccién de ROS se han utilizado las sondas DHE (del
inglés Dihydroethidium) y MitoSOX™ Red. La sonda MitoSOX™ Red es un reactivo
derivado de la hidroxietidina (HE) que permite detectar de manera selectiva la
produccién del anion superdxido (O,7) producido en el interior de las mitocondrias de
células vivas mediante citometria de flujo. Esta esta sonda posee carga positiva lo que
facilita su entrada y acumulacién especifica en las mitocondrias, y la posterior emision
de fluorescencia como consecuencia de su oxidacion y subsecuente unién al ADN
mitocondrial. La sonda DHE también es un reactivo derivado de la hidroxietidina (HE)
pero carece de carga positiva, de manera que queda retenida en el citoplasma

permitiendo mayoritariamente la deteccién del anion superdxido (O;") presente en este
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compartimento celular, oxidandose y emitiendo fluorescencia que es cuantificada
mediante el citémetro de flujo.

En primer lugar se ha determinado la produccion del anién superdxido (O;")
mitocondrial mediante marcaje con la sonda MitoSOX™ Red en cardiomiocitos
neonatales primarios de ratones £ndog””y Endog ” (figura 5A), y en cardiomiocitos
neonatales primarios de rata transducidos lentiviralmente con el shRNA control, Scr
ShRNA, y los Endog shRNA 1y 2 (figura 5C), simultdaneamente al tratamiento con el
agente reductor NAC (0.5mM) durante 48 horas. Los cardiomiocitos £Endog ", asi como
los cardiomiocitos de rata con una expresién disminuida de ENDOG, presentan niveles
elevados del anién superoxido (O,7) mitocondrial que son reducidos mediante el
tratamiento con NAC, de manera significativa en el caso de los cardiomiocitos de rata
transducidos lentiviralmente con el £ndog shRNA 1.

Dado que los efectos observados en los cardiomiocitos neonatales de rata
deficientes en ENDOG se deben especificamente a la reducciéon de la expresién de
ENDOG, y debido a la dificultad técnica de realizar un cultivo primario de cardiomiocitos
a partir de corazones neonatales de ratones £ndog™”y Endog ", se ha determinado la
produccion del anién superdxido (O;") citoplasmatico mediante marcaje con la sonda
DHE Unicamente en cardiomiocitos neonatales primarios de rata transducidos
lentiviralmente con el shRNA control, Scr shRNA, y los Endog shRNA 1y 2 (figura 5C).
También en este caso los cardiomiocitos de rata con una expresion reducida de ENDOG
presentan niveles mas altos del anidn superdxido (O,7) citoplasmatico respecto a los
cardiomiocitos control, y de nuevo el tratamiento con NAC consigue disminuirlos de
manera significativa.

A continuacién se ha comprobado si la reduccion de la expresion de ENDOG
mediante transduccion lentiviral en cardiomiocitos neonatales de rata aumenta el

tamafo de los mismos, tal y como ha sido publicado anteriormente®’*

y como sucede
en los cardiomiocitos neonatales £ndog " (figura 5B), y si ese incremento de tamafio
puede frenarse a través de la eliminacién del exceso de las ROS generadas en el interior
celular, en este caso a través del tratamiento con NAC. La disminucién de la expresion
de ENDOG en cardiomiocitos neonatales de rata aumenta el tamafo de éstos (figura
5D), y tanto en ellos como en los cardiomiocitos neonatales £ndog ”~ el tratamiento con

el agente neutralizador de ROS, NAC, consigue reducir el agrandamiento de los

cardiomiocitos /n vitro (figura 5By 5D).
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Figura 5. Cuantificacion de la produccién de ROS asociada a la falta de ENDOG, y anélisis del efecto
del tratamiento con un agente neutralizador de radicales libres, NAC, en el tamafio celular de
cardiomiocitos deficientes en ENDOG. A. Determinacion de la produccion del anion superédxido (0;)

7"y Endog 7", mediante

mitocondrial en cardiomiocitos neonatales primarios de ratones £ndog
marcaje con la sonda MitoSOX™ Red y cuantificacion por citometria de flujo, en combinacién con un
tratamiento con NAC (0.5mM) durante 48 horas. n=3. B. Area de los cardiomiocitos neonatales
primarios (n > 30) de ratones Endog **y Endog ”, tratados con NAC (0.5mM) durante 48 horas y
marcados mediante inmunofluorescencia con la a-actinina (citoplasma) y hoechst (nlcleo). C.
Determinacion de la produccién del anion superdxido (O27) mitocondrial y citoplasméatico mediante
marcaje con las sondas MitoSOX™ Red y DHE respectivamente, y cuantificacion por citometria de flujo,
en cardiomiocitos neonatales primarios de rata transducidos lentiviralmente con el shRNA control, Scr
ShRNA, y los shRNA de Endog 1 y 2, en combinacién con un tratamiento con NAC (0.5mM) durante 48
horas. n=5. D. Area de los cardiomiocitos neonatales primarios (n > 30) de rata transducidos
lentiviralmente con el shRNA control, Scr shRNA, y los shRNA de Endog 1 y 2, tratados con NAC
(0.5mM) durante 48 horas y marcados mediante inmunofluorescencia con la a-actinina (citoplasma) y
hoechst (nucleo). CM: cardiomiocitos. NT: No Transducido. Scr: scrambled. n= namero de
experimentos independientes realizados. Andlisis estadistico con el test t-student siendo *p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001
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3.2. En células de roedores en divisién: fibroblastos primarios de ratones Endog **y
Endog 7"y fibroblastos de rata, Rat-2

Dado que el crecimiento anormal de los cardiomiocitos deficientes en ENDOG
puede frenarse a través de un tratamiento que neutraliza el exceso de las ROS
generadas en ellos, el siguiente paso ha sido comprobar si la insuficiente proliferacién
observada en células de roedores en divisién, con escasa o nula expresién de ENDOG,
se debe a un aumento en la produccién de ROS, y si este defecto en proliferacion
puede recuperarse igualmente con un tratamiento con NAC.

En primer lugar se ha determinado la produccion del anién superdxido (O;")
mitocondrial y citoplasméatico mediante marcaje con las sondas MitoSOX™ Red y DHE
respectivamente, en fibroblastos primarios de piel de ratones Endog ** y £ndog ™, asi
como en células Rat-2 transducidas lentiviralmente con el shRNA control, Scr shRNA, y
los Endog shRNA 1 y 2, en paralelo al tratamiento con el agente reductor NAC (0.5mM)
durante 48 horas (figura 6A y 6C). Los fibroblastos £ndog *, asi como las células Rat-2
con una expresion disminuida de ENDOG, presentan niveles méas altos del anién
superdxido (O,") mitocondrial y citoplasmatico respecto a sus controles, y son
reducidos significativamente mediante el tratamiento con NAC. En estos tipos celulares
la produccion, asi como la caida en presencia del agente reductor NAC, del anion
superdxido (O,") mitocondrial es mayor que la citoplasmatica en ausencia de ENDOG,
lo que nos sugiere que la principal fuente generadora de ROS es la mitocondria y lo que
se detecta en el citoplasma puede en parte derivar de ella.

Como ya se ha comentado en el punto 6.3. de la introduccién, el glutation
reducido (GSH) mejora la capacidad antioxidante de las células al poder ceder un
electrén a practicamente todos los radicales libres, oxidandose y convirtiéndose en la
forma GSSG. La relacién entre la forma reducida y la oxidada (relacién GSH/GSSG) es un
indicador muy sensible del grado de estrés oxidativo dentro del sistema celular, de
manera que la deplecion del nivel total de GSH intracelular puede conseguirse a través
de la oxidacién del GSH reducido debido a una situacion de estrés oxidativo
continuado. En las células Rat-2 transducidas lentiviralmente con el shRNA control, Scr
ShRNA, y los shRNA de Endog 1y 2, sin'y con el agente reductor NAC (0.5mM) durante
12 horas, se han cuantificado los niveles totales de GSH intracelulares (figura 6D),

obteniéndose una disminucion en fibroblastos Rat-2 con escasa expresion de ENDOG y
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Figura 6. Cuantificacién de la produccién de ROS asociada a la falta de ENDOG, y analisis del efecto
del tratamiento con NAC, en la proliferacién celular de células deficientes en ENDOG. A.C.
Determinacion de la produccién del anion superdxido (O27) mitocondrial y citoplasmatico mediante
marcaje con las sondas MitoSOX ™ Red y DHE respectivamente, y cuantificacién por citometria de flujo
en fibroblastos primarios de piel de ratones £ndog ** 'y Endog 7" (A), asi como en células Rat-2 (C)
transducidas lentiviralmente con el shRNA control, Scr shRNA, y los shRNA de Endog 1y 2, en
combinacién con un tratamiento con NAC (0.5mM) durante 48 horas. n=5. D. Medida de los niveles de
GSH intracelulares (U/ug proteina) mediante el kit ThiolTracker Violet (Molecular Probes) en células
Rat-2 transducidas lentiviralmente con el shRNA control, Scr shRNA, y los shRNA de Endog 1y 2, en
combinacién con un tratamiento con NAC (0.5mM) durante 12 horas. B.E. Numero de ciclos que
completan durante 48 horas los fibroblastos primarios de piel de ratones £ndog **'y Endog 7" (B), asi
como células Rat-2 (E) transducidas lentiviralmente con el shRNA control, Scr shRNA, y los shRNA de
Endog 1y 2, en combinacion con un tratamiento con NAC (0.5mM) durante 48 horas. n=4. NT: No
Transducido. Scr: scrambled. n= nimero de experimentos independientes realizados. Analisis

estadistico con el test t-student siendo *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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una recuperacién muy pronunciada de estos niveles en presencia de NAC, incluso en las
Rat-2 control, ya que el agente reductor NAC es un precursor directo de la sintesis del
GSH.

A continuacion se ha comprobado si el defecto en proliferacion observado en
fibroblastos £Endog 7"y en células Rat-2 ligado a la falta de ENDOG podia recuperarse a
través de un tratamiento con NAC. En este caso el tratamiento con el agente
neutralizador de ROS consigue una recuperacién parcial de la proliferacion, lo que
sugiere que el defecto en proliferacién observado en células en divisidon con nula o

insuficiente expresién de ENDOG estéa bajo el control de ROS (figura 6B y 6E).

3.3. En células humanas en divisién: HEK293T e Ishikawa

Los resultados hasta ahora expuestos indican que el aumento en la produccién
de ROS no es exclusivo de células del miocardio con una reducida expresiéon de ENDOG,
sino que también sucede en otros tipos celulares como fibroblastos primarios de piel de
ratones Endog "y fibroblastos de rata Rat-2, de modo que el siguiente paso ha sido
confirmar si en células humanas con una expresién limitada de ENDOG se obtiene el
mismo resultado.

Por un lado se ha cuantificado la producciéon del anién superdxido (O;")
mitocondrial y citoplasmatico mediante marcaje con las sondas MitoSOX™ Red y DHE
respectivamente (figura 7A 'y 7C), en células embrionarias de rifién humano a las que se
les ha eliminado completamente el gen de £ndog mediante los ARN guias £ndog
SQRNA 1y 2 (HEK293T-£ndog ™), y células tumorales IK transducidas con el vector
control, Scr shRNA, y el Endog shRNA3, en paralelo al tratamiento con el agente
reductor NAC (0.5mM) durante 48 horas. Por otro lado se ha determinado la posible
recuperacion del fenotipo observado en estas células, la disminucion de la proliferacion
celular, mediante el tratamiento con NAC (figura 7B y 7D). Los células humanas
HEK293T-£ndog ™, asi como las células tumorales IK con una expresion disminuida de
ENDOG, presentan niveles mas altos del anion superdxido (O,7) mitocondrial y
citoplasmatico, siendo éstos reducidos significativamente mediante el tratamiento con
NAC. La disminucién de la produccién de ROS en células humanas HEK293T-£ndog
produce una recuperacién parcial de la proliferacion, tal y como sucede en los
fibroblastos Rat-2 y fibroblastos primarios de piel de ratones £ndog ”, sin embargo, en
las células tumorales IK la disminucién en la produccion de ROS no conlleva una

recuperacion de la proliferacion.
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Estos resultados indican que la falta de ENDOG provoca un aumento en la
produccién de ROS en todos los tipos celulares estudiados, y que la disminucion de la
produccién de ROS hace que los cardiomiocitos dejen de hipertrofiarse y las células en
divisién, a excepcion de la linea tumoral IK, recuperen parcialmente su proliferacion

pese a no tener ENDOG, sefialando una relacion directa entre la abundancia de las ROS

y los cambios en el crecimiento celular ligados a la falta de ENDOG.
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Figura 7. Cuantificacién de la produccién de ROS asociada a la falta de ENDOG, y analisis del efecto
del tratamiento con NAC, en la proliferacién celular de células deficientes en ENDOG. A.C.
Determinacion de la produccién del anion superdxido (O27) mitocondrial y citoplasméatico mediante
marcaje con las sondas MitoSOX™ Red y DHE respectivamente, y cuantificacién por citometria de flujo
en células HEK293T y HEK293T-£ndog 7" (A), asi como en células tumorales humanas Ishikawa (C)
transducidas lentiviralmente con el shRNA control, Scr shRNA, y el shRNA de Endog 3, en combinacién
con un tratamiento con NAC (0.5mM) durante 48 horas. n=5. B.D. NUmero de ciclos que completan
las células HEK293T y HEK293T-£ndog ”” durante 48 horas (B), asi como las células tumorales humanas
Ishikawa durante 72 horas (D) transducidas lentiviralmente con el shRNA control, Scr shRNA y el
shRNA de Endog 3, en combinacion con un tratamiento con NAC (0.5mM) durante 48/72 horas. n=4.
NT: No Transducido. Scr: scrambled. n= nimero de experimentos independientes realizados. Andlisis

estadistico con el test t-student siendo *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. ns: no significativo.

139



4. Caracterizacion de las vias de sefalizaciéon implicadas en el fenotipo
observado de los cardiomiocitos Fndog ”

41. La reducida proliferacién de los cardiomiocitos en corazones Endog ” en
desarrollo
La reduccidon observada en el nimero de cardiomiocitos presentes en corazones

neonatales £ndog 7", asociada a un menor nimero de células positivas para el marcador
de proliferacion celular Ki-67 y a una caida en la expresion del gen POLDI implicado en
la replicacion del ADN (figura 1D, 1E, 1F), nos sefialé6 una posible disminucién en la
actividad de las vias de sefializacion que favorecen la divisién celular, dirigiéndonos
hacia la caracterizaciéon de una via clasica que controla la proliferacién celular, la via
AKT-GSK3B que acaba en el control de la expresion de la ciclina D1, en corazones
neonatales £ndog ”*'y Endog ™" .

La proteina quinasa AKT se activa mediante fosforilaciones en los residuos de
Ser473 y Thr308 potenciando la supervivencia celular, promoviendo el crecimiento (en
masa celular) y la proliferacidn celular a través de multiples vias. AKT activa fosforila
directamente a GSK3B en los residuos de Ser9/21 produciendo la inhibicion de su
actividad, ya que ésta es una quinasa atipica que se encuentra basalmente activada en
las células. GSK3B fosforila a las ciclinas D y E, asi como a los factores de transcripcion c-
myc y c-jun, que juegan un papel fundamental en la transicion G1-S del ciclo celular. Al
fosforilarlos, los marca para su degradacién en el proteosoma, de manera que AKT
fosforilando e inhibiendo a GSK3RB facilita la entrada en la fase Sy la progresion del ciclo
celular*®*%,

Tal y como se observa en la figura 8, en los corazones perinatales PO £ndog 7,
cuando todavia los cardiomiocitos deberian estar dividiéndose a gran velocidad, hay
una disminucidén de la fosforilacién activadora de AKT (Ser473), de manera que su
sustrato GSK3B también estd menos fosforilado en la Ser9/21 y su activacion lleva a una
menor expresion de la ciclina D1 (CycD1), dificultando asi la transicion G1-S. Por otro
lado, la expresion de ciclina B1 (CycB1) y de CDK1, no esta disminuida en los corazones
perinatales PO £ndog 7", sino que es a P3 cuando se produce una caida de CycBly
CDK1y, por tanto, de su fosforilacién en el residuo Y15; de modo que la transicion G2-
M en la que participan no estéd entorpecida hasta 3 dias después del nacimiento donde
la caida parece resultar de la detenciéon completa del ciclo celular.

Estos resultados indican que justo en el momento del nacimiento, en los
corazones Endog 7" ya se detecta una disminucion de la via AKT-GSK3B-CycD1, o lo

que es lo mismo, una caida en la actividad que esta regulando el punto de control
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celular G1-S y que termina unos dias mas tarde (P3) por frenar todo el ciclo, justo antes

de que se produzca la salida natural del ciclo celular de los cardiomiocitos postnatales.
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Figura 8. Expresion de las principales quinasas de la via AKT-GSK3B y de los reguladores del ciclo
celular en la etapa de transicion G2-M, CycBl y CDK1, en corazones neonatales (PO-P3) de ratones
Endog o y Endog 7. A. Los extractos totales de proteina procedentes de corazones neonatales de
ratones Endog **'y Endog ” se analizaron mediante western blot, utilizando anticuerpos especificos
contra las diferentes proteinas indicadas en el panel. n=3. B. Analisis densitométrico de los westerns
blots de pSerd473-AKT, AKT, pSer21/9-GSK3B, GSK3B, CycD1, CDK1 y CycBl. n=3. n= ndmero de
experimentos independientes realizados. NB: Azul de naftaleno. Anélisis estadistico con el test t-

student siendo ***p<0.001.

4.2. El incremento de tamafio de los cardiomiocitos neonatales primarios £ndog *

Como se ha comentado a lo largo del capitulo 4, la via PI3K/AKT se activa por la
mayoria de agonistas que inducen hipertrofia cardiaca, incluyendo la sobrecarga
hemodinamica. AKT es capaz de activar a mTOR, un regulador central de la sintesis
proteica por sus efectos sobre la biogénesis de ribosomas y la maquinaria de traduccion
de proteinas. Pero también fosforila e inhibe a GSK3B promoviendo la traduccién de

factores de transcripcion relacionados con la induccién del programa hipertréfico.
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Nuestros resultados indican que la via AKT-GSK3B-CycD1 se encuentra
disminuida en corazones neonatales £Endog " (figura 8), y se asocia a una pérdida de la
capacidad proliferativa y a una salida del ciclo celular de los cardiomiocitos Endog ”
durante las etapas embrionaria y perinatal; sin embargo, los cardiomiocitos de los
corazones neonatales £ndog 7 son mas grandes (figura 1A), y expresan mas genes y
proteinas que participan en el incremento de tamafo de los mismos (figura 1B),
apuntando hacia una sefalizacién hipertréfica que no sigue una via clasica.

El incremento en la produccion de ROS en los cardiomiocitos hipertrofiados
Endog 7"y cardiomiocitos primarios de rata transducidos con los Endog shRNA (figura
5A y 5C), asi como la reduccion de su tamafio al ser tratados con un agente
neutralizador de ROS, la N-acetil-L-cisteina (NAC), nos sugiere que las ROS pueden
estar modulando las actividades de diversas moléculas y sefales de transduccion que
llevan al agrandamiento de los cardiomiocitos deficientes en ENDOG (figura 5B y 5D).
Como se ha detallado en el capitulo 4.4, estudios recientes han demostrado que las
modificaciones dependientes de ROS y las fosforilaciones en las HDAC de clase II
cooperan para controlar la expresion génica y, por ende, la hipertrofia cardiaca.
Concretamente, durante una situacion de estrés oxidativo HDAC4 se oxida rapidamente
y se exporta al citosol, donde ya no puede suprimir la actividad de los reguladores
positivos de la hipertrofia cardiaca, NFAT y MEF2?°. Estos resultados proporcionan una
nueva visidon acerca del mecanismo a través del cual la sefializacién redox regula el
desarrollo de la hipertrofia cardiaca, y nos ha llevado a estudiar si las HDAC de clase II
regulan el crecimiento de los cardiomiocitos deficientes en ENDOG mediante un
mecanismo redox dependiente.

Con ese fin hemos analizado la abundancia de HDAC4 en la fraccién citosélica y
nuclear de cardiomiocitos neonatales primarios £ndog ”*'y Endog ”". El anélisis de la
expresiéon de HDAC4 mediante western blot en extractos proteicos de las diferentes
fracciones subcelulares obtenidas con el kit Subcellular protein fractionation for
cultured cells (Thermo scientific), indica que HDAC4 es mas abundante en el citosol de
los cardiomiocitos primarios £ndog " (figura 9A y 9C ); sin embargo, la division de la
fraccion nuclear en fraccion nuclear soluble (Nuc Sol) e insoluble (Nuc Ins) que se
obtiene con este kit comercial de subfraccionamiento, nos impide analizar la expresion
nuclear de HDAC4 ya que no observamos banda en la imagen de western blot (figura

9A). La extraccion nuclear a partir de un protocolo de subfraccionamiento que incluye al
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detergente NP-40 nos permite estudiar su expresién en el nlcleo de cardiomiocitos
primarios £ndog 7", en donde esta HDAC de clase II se encuentra disminuida respecto a
la fraccion nuclear de cardiomiocitos primarios £ndog ™ * (figura 9B y 9C).

La mayor presencia de HDAC4 fuera del nucleo, junto a una mayor abundancia
de ROS en los cardiomiocitos primarios £ndog ”°, nos sugiere que esta acumulacién
citosdlica de HDAC4 se produce por un mecanismo de oxidacién en respuesta a ROS,
desbloqueandose la expresidn de genes prohipertroficos que llevan a un aumento de
tamafio de los cardiomiocitos con nula o escasa expresiéon de ENDOG. De manera que,
pese a que la via AKT-GSK3B esta silenciada en los corazones neonatales £ndog ”
explicando la insuficiente proliferacion de los cardiomiocitos £ndog ”” durante la etapa
embrionaria y perinatal, al mismo tiempo parece existir otra via independiente que esta
permitiendo que estos cardiomiocitos se hipertrofien en los corazones Endog 7~ en
desarrollo.

Por Ultimo, sefalar en este apartado que en las diferentes fracciones
subcelulares se han utilizado controles para demostrar el enriquecimiento de cada una
de ellas detectando la expresion de proteinas que son especificas para cada una de las
partes: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como marcador citosdlico,
Lamina A/C como marcador de membrana nuclear o fraccion insoluble nuclear,
proteina de unién al tracto de polipirimidinas (PTB-N;) como marcador de fraccién
nuclear soluble y Citocromo C (Cit C) como marcador mitocondrial. En la fraccion

+/+

nuclear de los cardiomiocitos primarios £ndog (figura 9B) se observa una ténue

banda que indica una localizacién nuclear para ENDOG. Existe una extensa bibliografia,

en la que se incluyen articulos publicados por nuestro grupo®*’!

, en los que se
demuestra que ENDOG se localiza en el interior de las mitocondrias, si bien es cierto
que en los ultimos afos se han publicado articulos en los que se ensefia una pequefa
presencia de ENDOG en el nucleo de células viables, no apoptéticas, indicando que su
funcién en ellas no soélo se restringe a la degradacion del ADN*#423459460 | 5
localizacién nuclear de ENDOG en la fraccion nuclear soluble (figura 9D) puede
explicarse gracias al marcador mitocondrial Citocromo C (Cit C). El Cit C es una proteina
que se localiza exclusivamente en las mitocondrias de células viables, de manera que su
presencia en la fraccion nuclear soluble indica que en la purificacién de los nucleos se
han arrastrado mitocondrias (seguramente aquellas que estan unidas a la membrana

nuclear), pero ademas, debido a la intensidad de la banda y al pequefio tamafo del Cit
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C (12 Kda) es muy probable que en el proceso de purificacién de la fraccion
mitocondrial se haya perdido una pequefa parte apareciendo en otro compartimento
celular. Esto hace que no podamos descartar ni afirmar la existencia de ENDOG en el
nucleo de cardiomiocitos no apoptoéticos, siendo en todo caso su presencia minoritaria

respecto a la mitocondria.
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Figura 9. Localizacién subcelular de ENDOG y HDAC4 en cardiomiocitos neonatales primarios de
ratones £ndog * y Endog 7 AD. Andlisis de la expresion de HDAC4 (A) y ENDOG (D) mediante
western blot en extractos proteicos de diferentes partes subcelulares de cardiomiocitos neonatales
obtenidas con el kit Subcellular protein fractionation for cultured cells (Thermo scientific). n=2. B.
Analisis de la expresion de HDAC4 mediante western blot en extractos proteicos nucleares de
cardiomiocitos neonatales obtenidos siguiendo un protocolo de subfraccionamiento celular con NP-
40. n=2. Para demostrar el enriquecimiento en cada una de las partes celulares se han hecho westens
blots con anticuerpos contra proteinas presentes especificamente en cada una de estas partes
celulares. GAPDH: marcador citosélico. LAMINA A/C: marcador de membrana nuclear y fraccion
insoluble nuclear. PTB-N: marcador de fraccion soluble nuclear. Cit C: marcador mitocondrial. D.
Anadlisis densitométrico de los westerns blots de HDAC4. n=2. Nuc Sol: fraccién nuclear soluble. Nuc
Ins: fraccion nuclear insoluble. n= ndmero de experimentos independientes realizados. Anélisis

estadistico con el test t-student siendo *p<0.05, ***p<0.001.

144



43 La activacién de la respuesta al dafio en el ADN (DDR) en corazones Endog ”
Para confirmar el resultado obtenido acerca del reducido numero de
cardiomiocitos presentes en los corazones £ndog 7~ (figura 1E), se analizé la expresion
del antigeno de proliferacién nuclear (PCNA) junto al marcador de proliferacién celular
Ki-67 en corazones neonatales £ndog ** y Endog ". PCNA interacciona con las ADN
polimerasas implicadas en el proceso de replicacién del ADN, Pol 8 y Pol €, mejorando
de esta manera su unién al ADN y aumentando su procesividad durante el proceso
replicativo®®, de modo que se utiliza regularmente en investigacién como un marcador
de proliferacion celular; sin embargo, en los corazones £ndog ” la expresién de PCNA
aparece incrementada (figura 10A) pese a que la expresion de Ki-67 estd disminuida en
ellos, asi como la expresion del gen POLDI que participa en la replicacion del ADN
(figura 1F), sugiriéndonos un papel de PCNA no relacionado con el proceso replicativo
en los corazones £ndog 7. Se ha descrito que PCNA también participa en la reparacién
del ADN donde es imprescindible para la identificacion de una lesién, estableciendo el
orden de intervencién de las proteinas de reparacion y estimulando la actividad de

4 495,496,497,498
estas

, advertiéndonos asi de posibles dafios en el ADN de los cardiomiocitos
Endog 7" que requeririan de un proceso de reparacion.
El aumento en la produccién de ROS observado en los corazones Endog *

(figura 5A), junto a la publicacién de un estudio™*

(comentado en el capitulo 3.3 de la
introduccién) en el que se propone que el incremento en el contenido de oxigeno
ambiental tras el nacimiento conduce a la activacién de la respuesta al dafio en el ADN
(DDR) a través de las ROS y ésta a la detencién del ciclo celular de los cardiomiocitos,
nos llevd a estudiar si en los cardiomiocitos £ndog ” la via DDR podia estar activada, y
de ahi el incremento en la expresion de PCNA en ellos, lo que podria conducir a la
salida prematura del ciclo celular observada en los cardiomiocitos £ndog 7~ (figura 8A).
Las ROS son la fuente principal de roturas de simple cadena (SSBs) en el ADN, y aunque
se pueden reparar muy eficientemente, si el sistema de reparacion falla, durante la
replicacion se pueden convertir en roturas de doble cadena (DSBs), cuyos efectos
son mucho mas graves. En respuesta a las DSBs, la proteina de la ataxia telangiectasia
mutada (ATM) actda rapidamente como mediador esencial de la activaciéon de la
respuesta al dafio en el ADN y del sistema de control de la progresion del ciclo celular

en respuesta a este dafo, sufriendo una autofosforilacion intermolecular en la serina

1981 (Ser1981) que resulta en una disociacion del dimero en mondmeros activos*®.
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Como se observa en la figura 10B, alrededor del tercer dia postnatal (P3) se
produce un incremento significativo de la fosforilacion activadora de ATM (Ser1981) en

** tal y como ha sido descrito por otros investigadores™® a

los corazones £ndog
consecuencia del dafo oxidativo en el ADN causado por el aumento en la respiracion
mitocondrial tras el nacimiento que conduce a la salida del ciclo celular de los
cardiomiocitos; sin embargo, en los corazones £ndog ”~ no se observa un patrén claro
de activacion de ATM, ya que la fosforilacién en el residuo de Serl981 no aparece
aumentada en los corazones £ndog ”" a POy P3 respecto a los corazones £ndog *”,
estando en consonancia con nuestro anterior resultado en el que la expresién de ciclina
Bl y CDK1, sobre las que actua la via activada por ATM (ATM-CHK2-CDC25C-inhibicién
CDK1-inhibicién complejo CDK1/ciclina B 6 ATM-p53-(p21-14-3-3-GADDA45)-inhibicion
CDK1-inhibicién complejo CDK1/ciclina B) se encuentra disminuida 3 dias después del

nacimiento como consecuencia de la detencidén completa del ciclo celular y no de la

activacién de la respuesta al dafio en el ADN de los corazones Endog ™" .
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Figura 10. Analisis de la expresidn de proteinas de respuesta al dafio en el ADN (DDR) en corazones
neonatales (E17-P0-P3) de ratones £ndog **y Endog 7. A. Porcentaje de células positivas para PCNA
e imagenes de la inmunohistoquimica contra PCNA en corazones neonatales £ndog ™"y Endog ™.
Las células positivas presentan marcaje marrén y los ndcleos sin marcar se visualizan en azul. Barra de
escala: 100um. n=5. B. Los extractos totales de proteina procedentes de corazones neonatales de
ratones £ndog **y Endog " se analizaron mediante western blot utilizando anticuerpos especificos
contra las diferentes proteinas indicadas en el panel. Como control positivo se ha utilizado un
tratamiento con Menadiona (100 uM) durante 2 y 24 horas en células HEK293T. n=2. CM:
cardiomiocitos. NT: No tratado. M: menadiona. NB: Azul de naftaleno. n= nimero de experimentos

independientes realizados. Andlisis estadistico con el test t-student siendo **p<0.01.
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5. Estudio de los efectos de la disminucion de ROS sobre las vias de
sefalizacion alteradas por la falta de ENDOG

5.1. En los cardiomiocitos primarios de rata con reducida expresiéon de ENDOG

La confirmacién definitiva de que las ROS actdan como intermediarias del rol
bioldgico de ENDOG seria la deteccion de una activacién en la via de sefalizacion que
lleva a la recuperacion parcial de la proliferacién celular observada en células deficientes
en ENDOG, cuando se disminuye en ellas la abundancia de las ROS con el agente
neutralizador NAC.

Para demostrar ésto, en primer lugar se ha determinado si la sefalizacion en la
via AKT-GSK3B-CycD1 que aparece disminuida en los corazones £ndog ”* (figura 8) esta
influenciada por el aumento en la produccién de ROS, analizando asi la actividad de
esta via en cardiomiocitos neonatales de rata transducidos lentiviralmente con el shRNA
control, Scr shRNA, y los Endog shRNA 1 y 2 en presencia del agente reductor NAC
(0.5mM), ya que el bajo rendimiento que se obtiene en el aislamiento de cardiomiocitos
a partir de corazones neonatales de ratéon nos impide disponer de suficientes células
para realizar en paralelo el tratamiento con NAC y la posterior caracterizacién de la
sefializacion mediante western blot en cardiomiocitos neonatales primarios Endog ** 'y
Endog ™.

Como se observa en la figura 11A-B, en los cardiomiocitos primarios de rata
transducidos con los £ndog shRNA 1 y 2,y en ausencia de un tratamiento con NAC, hay
una disminucién de la fosforilacion activadora de AKT (Ser473) que conlleva una
disminucién de la fosforilacién inhibitoria de GSK3B (Ser9/21) y una menor expresion de
la ciclina D1 (CycD1). También la expresion de CDK1, asi como su fosforilacion en el
residuo de Y15, estd disminuida en los cardiomiocitos primarios de rata transducidos
con los £ndog shRNA 1 y 2, mostrando el mismo patron de expresion observado en los
corazones neonatales P3 £ndog ” (figura 8). La presencia del agente reductor NAC en
los cardiomiocitos transducidos con los £Endog shRNA 1 y 2 aumenta la fosforilacion del
residuo de Ser473 de AKT, asi como la fosforilacién del residuo de Ser9/21 de GSK3B de
manera significativa, pero no la expresion de ENDOG reducida mediante transduccién
lentiviral en estos cardiomiocitos, por lo tanto, los cambios detectados en las
fosforilaciones de estas proteinas son debidos al efecto del tratamiento con NACy no a
una recuperacion de la expresién de ENDOG. Por otro lado, la expresion disminuida de
ciclina D1 (CycD1l) y CDK1, asi como su fosforilacion en el residuo de Y15, no se

recupera en presencia del agente reductor NAC, de manera que el tratamiento con este
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neutralizador de ROS sélo obstaculiza los efectos sobre la fosforilacién de AKT y GSK3B

provocados por la deficiencia de ENDOG en cardiomiocitos primarios de rata.
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Figura 11. Expresion de las principales quinasas de la via AKT-GSK3B que termina en el control de la
expresion de ciclina D1 (CycD1), asi como del regulador del ciclo celular en la etapa de transicién
G2-M, CDK1, en cardiomiocitos neonatales primarios de rata transducidos lentiviralmente con el
ShRNA control, Scr shRNA, y los shRNA de Endog 1 y 2. A. Los extractos totales de proteina
procedentes de los cultivos primarios de cardiomiocitos de rata transducidos lentiviralmente y tratados
con NAC (0.5mM) durante 12 horas, se analizaron mediante western blot, utilizando anticuerpos contra
las diferentes proteinas indicadas en el panel. n=3. B. Analisis densitométrico de los westerns blots de
ENDOG, pSerd73-AKT, AKT, pSer21/9-GSK3B, GSK3B. n=3. NB: Azul de naftaleno. n= numero de

experimentos independientes realizados. Analisis estadistico con el test t-student siendo *p<0.05.
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Hay que tener presente que a diferencia de la sefializacion caracterizada a partir
del extracto total de proteina obtenido de los corazones neonatales de ratones
Endog 7" 'y Endog 7" (figura 8), a una edad en la que los cardiomiocitos atn deben
mantener su capacidad proliferativa (P0), el andlisis de la sefializacién en cardiomiocitos
de rata transducidos con los £ndog shRNA 1 y 2 se hace a partir del extracto total de
proteina obtenido del cultivo primario de cardiomiocitos aislados de corazones de rata
(figura 11), por tanto, a partir de cardiomiocitos que son forzados a diferenciarse por su
mantenimiento /n vitro. De modo que los posibles cambios en la recuperacion de la
expresion y/o fosforilacién de proteinas que favorecen los procesos de proliferacion y
division celular en presencia de NAC se ven dificultados por el proceso de
diferenciacion que sufren los cardiomiocitos de rata /n vitro, no siendo asi el mejor
modelo celular para este estudio ya que tampoco nos permite asociar los cambios a
una posible recuperacién de la proliferacion de los cardiomiocitos, puesto que no se
realizan recuentos celulares en cultivos primarios de cardiomiocitos de rata que son
frenados por su propio mantenimiento /n vitro.

Por ello, el siguiente paso ha sido analizar si en células HEK293T-£ndog " el
tratamiento con un agente reductor dificulta la disminucion en la activacidn de la via de
sefalizacion afectada por la falta de ENDOG, en paralelo a la recuperacién parcial de la
proliferacion observada /n vitro en estas células cuando son tratadas con NAC (figura
7B), permitiendo establecer una relacion directa entre la abundancia de las ROS y el
nivel de activacién de la via de sefializacion que controla la proliferacién celular en

ausencia de ENDOG.

5.2. En células humanas HEK293T - £ndog ”

El primer paso en las células HEK293T-£ndog ” a las que se les ha eliminado
completamente el gen de £ndog mediante los ARN guias £ndog sgRNA 1y 2, ha sido
estudiar si igual que sucede en los corazones neonatales £ndog 7", la via AKT-GSK3B
gue acaba en el control de la expresion de la ciclina E1 (ya que en ellas practicamente
no se detecta la expresién de ciclina D1) se encuentra disminuida. Como se puede

observar en la figura 12A, en las HEK293T-£ndog

" hay una disminucion de la
fosforilacion activadora de AKT (Serd473), asi como de la fosforilacion inhibitoria de
GSK3B (Ser9/21) que conduce a una caida en la expresion de B-catenina y de ciclina E1

(CycEl), dificultando la transicion G1-S. La expresion de la ciclina B1 (CycB1) también se
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encuentra disminuida, sin embargo, mientras CDK1 se mantiene, su fosforilacion
inhibitoria en el residuo Y15 se ha reducido, indicando una cierta actividad por parte de
CDK1 que de no ser por la bajada en la expresion de CycB1 permitiria la formacion de
un complejo activo CycB1-CDK1 y la progresion a través de la transicion G2-M. Estos
resultados estan en consonancia con los perfiles de ciclo celular obtenidos en células
HEK293T-£ndog ” (figura 2G) en los que disminuye el porcentaje de células presentes
en la fase S del ciclo celular, y aumenta el porcentaje de células que se acumulan en las
fases G1 y G2-M, siendo mayor el porcentaje de células retenido en la fase G1 del ciclo
celular.

A continuacion se ha analizado si la recuperacién parcial de la proliferacion

7 cuando son tratadas con el agente

celular observada en células HEK293T-£ndog
reductor NAC (0.5mM), se corresponde con una mayor actividad de la via AKT-GSK3B-
CycEl en ellas (figura 12B-C). Tras 12 horas de tratamiento con NAC se produce un
aumento en las fosforilaciones de AKT (Serd73) y GSK3B (Ser9/21), y un incremento en
la expresién de B-catenina, ciclina E1 (CycEl) y ciclina B1 (CycB1), que van decayendo
paulatinamente hasta alcanzar niveles similares a los observados en las HEK293T-
Endog 7~ control (sin NAC) a las 24 horas de tratamiento. Este pico de activacién en la
via AKT-GSK3B-CycEl, que se produce en un punto inicial del tratamiento con NAC y
gue no se mantiene a lo largo de las 48 horas que las células permanecen en cultivo en
presencia del agente reductor, sugiere que sélo durante este periodo inicial (primeras
12 horas) se favorece un estado redox celular que promueve los procesos de division y
proliferacion en las HEK293T-£ndog 7, y posiblemente esclarece la observacion de una
recuperacion parcial de la proliferacion basada en recuentos celulares que se realizan a
las 48 horas de afadir el agente reductor al cultivo celular.

Estos resultados demuestran una asociacion directa entre una menor
abundancia de ROS y una mayor actividad de la via AKT-GSK3B-CycE1l que conduce a
una mayor proliferacion celular en ausencia de ENDOG, y sefialan a las ROS como
intermediarias del rol biolégico de ENDOG sobre la regulacién de la proliferacién
celular, modulando las sefiales de transduccion que conducen al defecto en

proliferacion observado en células deficientes en ENDOG.
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Figura 12. Expresion de las principales quinasas de la via AKT-GSK3B que termina en el control de la
expresion de ciclina E1 (CycEl), asi como de los reguladores del ciclo celular en la etapa de transicién
G2-M, CycB1 y CDK1, en células humanas HEK293T y HEK293T-£ndog ” . A. Los extractos totales de
proteina procedentes de células HEK293T y HEK293T-£ndog ” se analizaron mediante western blot,
utilizando anticuerpos contra las diferentes proteinas indicadas en el panel. n=3. B. Los extractos
totales de proteina procedentes de células HEK293T-£ndog * tratadas con NAC (0.5mM) durante 12y
24 horas se analizaron mediante western blot, utilizando anticuerpos contra las diferentes proteinas
indicadas en el panel. n=3. C. Anélisis densitométrico de los westerns blots de pSerd73-AKT, AKT,
pSer21/9-GSK3B, GSK3B, B-catenina, Ciclina E1 (CycEL) y Ciclina B1 (CycB1). n=3. NB: Azul de naftaleno.
n= numero de experimentos independientes realizados. Analisis estadistico con el test t-student

siendo *p<0.05.
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5.3. En células tumorales humanas Ishikawa (IK) con reducida expresién de ENDOG

En la linea de células tumorales humanas Ishikawa (IK) la inactivacién de PTEN es
el defecto genético que las caracteriza, de modo que la ausencia de esta fosfatasa que
regula negativamente la via PI3K/AKT/mTOR conduce a la activacién aberrante de AKT y
a una actividad descontrolada de mTOR.

Como se ha explicado en el apartado 1.3 de los resultados, la reduccién de la
expresion de ENDOG en las IK dificulta la proliferacion de éstas /n vitro y limita su
capacidad de generar tumores solidos /n vivo (figura 3), asi que nuestro siguiente paso
fue analizar si la ausencia de ENDOG en ellas conduce a una disminucion de la via AKT-
GSK3B-ciclina D1 que tienen activada por defecto.

El silenciamiento de ENDOG mediante el uso del vector lentiviral £ndog shRNA
3 (figura 13A) disminuye la fosforilacion activadora de AKT (Ser473) y, por consiguiente,
la fosforilacién inhibitoria de GSK3B (Ser9/21), reduciéndose la expresion de B-catenina
y de ciclina D1 (CycD1). Del mismo modo que sucede en las HEK293T-£ndog  la
expresion de la ciclina B1 (CycB1) también se encuentra disminuida, mientras que CDK1
se mantiene y su fosforilacion inhibitoria en el residuo Y15 se reduce; sin embargo, pese
a que la sefalizacién sugiere que las transiciones G1-S y G2-M estan dificultadas, en
este caso el perfil de ciclo celular obtenido en células IK transducidas lentiviralmente
con el Endog shRNA 3 (figura 3B) marca un aumento en el porcentaje de células que se
acumulan en la fase S del ciclo celular.

A diferencia de lo que sucede en los fibroblastos primarios de piel Endog ™y
en las HEK293T-£ndog ™, la disminucion de la produccién de ROS mediante el
tratamiento con NAC en células IK con una expresién reducida de ENDOG no produce
una recuperacién de la proliferacion celular (figura 7D), cierto es que la caida en los
niveles citoplasmaticos de ROS con el agente reductor NAC es pequeia (figura 7C). La
caracterizaciéon de la via AKT-GSK3B que acaba en el control de la expresion de la ciclina
D1 en células IK transducidas lentiviralmente con el £ndog shRNA 3 en presencia de
NAC (figura 13B y C) no revela cambios en las fosforilaciones de AKT (Ser473) y GSK3B
(Ser9/21), y aunque a las 12 horas de tratamiento se aprecia un ligero incremento en la
expresion de B-catenina, ciclina D1 (CycD1) y ciclina B1 (CycBl) en ningln caso es
significativo, de manera que el tratamiento con NAC en células IK con una expresion
reducida de ENDOG no conduce a una mayor actividad de la via AKT-GSK3B-CycD1,

acorde a la inexistente recuperacién de la proliferacién observada en estas células.
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Figura 13. Expresion de las principales quinasas de la via AKT-GSK3B que termina en el control de la
expresion de ciclina D1 (CycD1), asi como de los reguladores del ciclo celular en la etapa de transicion
G2-M, CycB1 y CDK1, en células IK con una reducida expresiéon de ENDOG. A. Los extractos totales de
proteina procedentes de células IK transducidas lentiviralmente con el sARNA control, Scr shRNA, y el
ShRNA de Endog 3, se analizaron mediante western blot utilizando anticuerpos contra las diferentes
proteinas indicadas en el panel. n=3. B. Los extractos totales de proteina procedentes de células IK
transducidas con el shRNA de Endog 3 y tratadas con NAC (0.5mM) durante 12 y 24 horas se
analizaron mediante western blot, utilizando anticuerpos contra las diferentes proteinas indicadas en el
panel. n=3. C. Andlisis densitométrico de los westerns blots de pSerd73-AKT, AKT, pSer21/9-GSK3B,
GSK3B, B-catenina, Ciclina D1 (CycD1) y Ciclina B1 (CycB1). n=3. NB: Azul de naftaleno. n= nimero de

experimentos independientes realizados.
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6. Funcién mitocondrial de ENDOG

Para poder entender la manera en que ENDOG, una nucleasa mitocondrial,
puede regular los niveles celulares de ROS que conducen a los efectos bioldgicos
descritos sobre el crecimiento y la divisidén celular, profundizamos en el estudio de
como su expresion puede afectar a la biologia del ADNmit.

Como se ha comentado en la introduccién a lo largo del capitulo 7, diferentes
publicaciones han sugerido una posible participacion de ENDOG en los procesos de
replicacion, reparacion y recombinacién del ADNmit; sin embargo, se trata de estudios
muy forzados /n vitro que se centran principalmente en su actividad endonucleasa
sobre el ADNmit, quedando pendientes de una confirmacion definitiva /n vivo.

Del mismo modo, resultados previos publicados por nuestro grupo®’*
demuestran una reduccién de aproximadamente el 30% en el contenido de ADNmit en
los corazones adultos £ndog 7", basandose en el ratio del ADNmit respecto al ADN
gendmico obtenido a partir de tejido, pero sin que la expresién de los principales
reguladores del programa de biogénesis mitocondrial PGCl-a, NRF1 y TFAM se
encuentre disminuida en estos corazones y, por tanto, sugiriendo que el efecto en el
numero de copias de ADNmit es debido a una posible funcion de ENDOG en el
mantenimiento del genoma mitocondrial, y no a un menor niumero de mitocondrias en
los corazones Endog ™.

Puesto que aun hoy sigue sin adjudicarse un papel concreto a ENDOG en la
regulacion de la funcién mitocondrial, hemos analizado cémo su expresion modula el
metabolismo del ADNmit a través de su posible funcién en el mantenimiento (procesos

de reparacién y replicacion del ADNmit) y expresién del genoma mitocondrial.

6.1. En la reparaciéon del ADNmit

Mutaciones puntuales en genes del ADNmit que codifican para proteinas, tRNAs
y rRNAs, asi como reorganizaciones (deleciones y duplicaciones) del genoma
mitocondrial, pueden terminar provocando un fenotipo molecular de deplecién
mitocondrial.

Por este motivo se ha secuenciado el genoma mitocondrial completo de los
corazones neonatales £ndog "'y Endog 7"y se han analizado posibles diferencias en
funcién del genotipo (figura 14), detectandose Unicamente una mutacidén simple
(59C>T) en heteroplasmia dentro del gen que codifica para el tRNA™™ pero en

/+

proporciones similares en los corazones £ndog ** 'y Endog 7, indicando que la
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secuencia del genoma mitocondrial entre ellos es practicamente indistinguible y que

posibles dafios que conducen a mutaciones puntuales y/o reorganizaciones del genoma

mitocondrial por incompetencia de la maquinaria de reparacion, como puede ser el

dafio oxidativo causado por ROS que genera transversiones (GC—TA), son

eficientemente reparados y, por tanto, descarta un papel de ENDOG en el proceso de

reparacion del ADNmit.

Endog™”* Endog™

Cases % heteroplasmy Cases
m.59C>T 2/8 6-8% 4/8

% heteroplasmy

2-18%

Figura 14. Secuenciacién del genoma mitocondrial completo a partir 8 corazones neonatales de

ratones £ndog ** y Endog 7" mediante la plataforma MiSeq de Illumina.

6.2. En la replicacién del ADNmit

Para estudiar el papel de ENDOG en la replicacién del
ADNmit se aislaron mitocondrias directamente de corazones
adultos £ndog **'y Endog 7"y se mantuvieron en un medio de
cultivo con un nucleétido marcado ((metil->H)dTTP), permitiendo
el seguimiento del proceso replicativo /in vitro a través de la
cuantificacién de la incorporacion de este nucleétido marcado a
la cadena de ADNmit naciente de mitocondrias Endog ™'y
Endog 7" .

Estas mitocondrias libres de la influencia del nucleo-
citoplasma replican el ADNmit de un modo similar a como
sucede /n vivo, y la cuantificacion de la incorporacion del
nucleétido marcado (metil->*H)dTTP a la cadena de ADNmit
naciente revela que las mitocondrias £ndog”” tienen una
reducida capacidad de sintesis del ADNmit, es decir, que su
proceso replicativo es mucho maés lento en ausencia de ENDOG.
Este es el primer dato que se tiene de una funcién en el control
de la replicacion del genoma mitocondrial que se le puede

asignar a la nucleasa mitocondrial ENDOG.
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mitocondrias  aisladas de 7
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con el t-student siendo **p<0.01.



A continuacion se utilizé un enfoque alternativo para confirmar el papel de
ENDOG en la replicacion mitocondrial, deplecionando el ADNmit de fibroblastos
embrionarios (MEFs) de ratones Endog ”*y Endog ”"y cuantificando la recuperacién
posterior del numero de copias de ADNmit en estas células. Para ello los MEFs
Endog *'*'y Endog " fueron tratados durante 1 semana con Bromuro de Etidio (BrEt), a
una concentracion de 25ng/ml que permite reducir los niveles de ADNmit hasta
alcanzar un minimo similar en los fibroblastos de ambos genotipos, a partir del cual se
inicia una recuperacion del nimero de copias de ADNmit hasta alcanzar los valores

normales para cada tipo celular una vez se ha retirado el BrEt del medio de cultivo.
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Figura 16. Recuperaciéon del nimero de copias de ADNmit en fibroblastos embrionarios (MEFs) de
ratones Fndog **y Endog ” tras su deplecién transitoria con Bromuro de Etidio (BrEt). A. Los MEFs
de 7 ratones Endog ™"y Endog " se mantienen en cultivo con BrEt (25ng/ml) durante 1 semana hasta
alcanzar niveles minimos y similares en el contenido de ADNmit de ambos genotipos, momento a
partir del cual se retira el BrEt del medio de cultivo (tiempo 0) y se recogen muestras de MEFs
Endog **'y Endog " en paralelo cada 2 dias durante 2 semanas, cuantificindose mediante PCR en
tiempo real (qPCR) el nimero de copias de ADNmit que contienen estos fibroblastos embrionarios
Endog "y Endog 7. B. Los MEFs de 5 ratones £ndog "y Endog ” a los que se les ha deplecionado
transitoriamente el ADNmit con BrEt, se mantienen en cultivo sin y con el agente reductor NAC a partir
del momento que se retira del medio el BrEt (tiempo 0), renovandose el tratamiento con NAC cada dia
a lo largo de 1 semana en la que se recogen muestras cada 2 dias para cuantificar mediante PCR en
tiempo real (QPCR) el nimero de copias de ADNmit presente en los MEFs Endog ™"y Endog . Los

analisis de las trayectorias a lo largo del tiempo se han realizado con el software R (R Core Team).
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Como se observa en la figura 16A la falta de ENDOG dificulta la recuperacion
del nimero de copias de ADNmit en los fibroblastos £ndog 7, estancandose los niveles
de ADNmit en ellos a los 8 dias de la retirada del BrEt, y no logrando alcanzar los
valores presentes en los fibroblastos £ndog */* ni siquiera 12 dias después del inicio del
proceso de recuperacién del nimero de copias de ADNmit; asimismo, el tratamiento de
los MEFs £ndog "y Endog "~ con el agente reductor NAC durante los 6 dias siguientes
a la retirada del BrEt del medio de cultivo no mejora la recuperacién del nimero de
copias de ADNmit en los fibroblastos £ndog ** (figura 16B). Estos resultados sugieren
un papel de ENDOG en el mantenimiento del genoma mitocondrial, concretamente en
la replicacion del ADNmit, puesto que ni la proteccion frente a un posible dafio
oxidativo en las moléculas de ADNmit con el agente reductor NAC, con el que se
observa una recuperacion parcial de la proliferacion celular en fibroblastos Fndog
(figura 2C), se consigue una recuperacion del nimero de copias de ADNmit en ausencia
de ENDOG.

Finalmente, para determinar si la funcion de ENDOG en la replicacion
mitocondrial estd por encima de los efectos observados en la divisiéon celular,
analizamos la capacidad proliferativa de la linea celular Rat2-Rho(0) en ausencia de
ENDOG. La linea celular Rat2-Rho(0) son fibroblastos de rata, Rat-2, a los que se les ha
eliminado completamente el ADNmit mediante un tratamiento prolongado con BrEt, de
manera que se caracterizan por una actividad reducida o ausente de los complejos de la
cadena de transporte electrénico, pero que sobreviven y proliferan lentamente si se les
proporciona piruvato y uridina en el medio de cultivo. El primero es necesario para la
regeneracion del NAD" y asi que la gliclisis funcione eficientemente como fuente
generadora de ATP y, el segundo, porque la sintesis de novo de uridina requiere de una
cadena respiratoria funcional®®.

Una vez corroborada la deplecion del ADNmit en las células Rat2-Rho(0),
confirmando que los niveles de expresidon de ENDOG son similares en las lineas Rat2 y
Rat2-Rho(0) puesto que se trata de un nucleasa mitocondrial codificada por un gen
nuclear (figura 17A), y que la expresion de la citocromo C oxidasa (COXIV) estéa
disminuida en las células Rat2-Rho(0) al estar formada por algunos componentes
codificados por el genoma mitocondrial, se determin6é la produccion del anién
superoxido (O,7) mitocondrial y citoplasmatico mediante marcaje con las sondas

MitoSOX™ Red y DHE respectivamente.
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Como se aprecia en la figura 17B, no hay un incremento en los niveles del anion
superoxido (O;7) citoplasmatico en células Rat2-Rho(0) que tienen disminuida la
expresion de ENDOG, a diferencia del aumento observado anteriormente en células
Rat-2 con insuficiente expresion de ENDOG (figura 6C); sin embargo, si que se produce
un pequefo incremento significativo del anién superdxido (O,7) mitocondrial en células
Rat2-Rho(0) transducidas con los £ndog shRNA 1 y 2 siendo este incremento minimo
respecto al obtenido en células Rat-2 deficientes en ENDOG (figura 6C). Estos
resultados por un lado, sugieren algun componente y/o funcién codificado por el
genoma mitocondrial como responsable de la generacion de ROS en ausencia de
ENDOG vy, por otro lado, sefialan que posiblemente las ROS cuantificadas en el
citoplasma de las células Rat-2 transducidas con los £ndog shRNA 1 y 2 procedan de la
mitocondria.

Seguidamente se analizé la capacidad de divisidén celular de las células Rat2-
Rho(0) cuando se reduce en ellas la expresion de ENDOG (figura 17C). Mientras que los
fibroblastos Rat-2 transducidos lentiviralmente con los £ndog shRNA 1y 2 completan
un menor ndmero de ciclos respecto a su control, la falta de ENDOG en células que
carecen de ADNmit no disminuye el nimero de ciclos concluidos durante las 48 horas
que permanecen en cultivo respecto a las células Rat2-Rho(0) control, por lo tanto, su
capacidad proliferativa no esta limitada en ausencia de ENDOG.

El conjunto de resultados presentados en este apartado sugieren un papel de
ENDOG en la replicacién del ADNmit por encima de la regulacion de la produccion de
ROS, de manera que cuando las células no tienen ADNmit se pierde el efecto biolégico

que ejerce ENDOG sobre la divisién celular.
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Figura 17. Estudio de los efectos de la falta de ENDOG en la produccién de ROS y la proliferacion de
células que carecen de ADNmit, Rat2-Rho(0). A. Anélisis de la expresién de ENDOG y COXIV mediante
western blot a partir de extractos totales de proteina procedentes de cultivos de células Rat-2 y Rat2-
Rho(0) transducidas lentiviralmente con el vector control, Scr shRNA, y los shRNA de Endog 1 y 2. n=3.
B. Determinacién de la produccién del anién superéxido (O2") mitocondrial y citoplasméatico mediante
marcaje con las sondas MitoSOX ™y DHE respectivamente, y cuantificacion por citometria de flujo, en
células Rat-2 y Rat2-Rho(0) transducidas lentiviralmente con el vector control, Scr shRNA, y los shRNA
de £ndog 1 y 2. n=3. C. NUmero de ciclos que completan durante 48 horas las células Rat-2 y Rat2-
Rho(0) transducidas lentiviralmente con el vector control, Scr shRNA, y los shRNA de Endog 1 y 2. n=3.
n= nimero de experimentos independientes realizados. NT: No Transducido. Scr: scrambl/ed. NB: Azul
de naftaleno. Andlisis estadistico con el test t-student siendo *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. ns: no

significativo.
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6.3. En la expresion del ADNmit y en la funcion respiratoria mitocondrial

La menor capacidad replicativa hallada en las mitocondrias aisladas de
corazones £ndog 7" (figura 15), junto a la presencia de un menor nimero de moléculas
de ADNmit en los corazones adultos £ndog ”"*"*, llevé a plantearnos si esta reduccién
en el numero de copias de ADNmit podia estar afectando a la expresion del genoma
mitocondrial y, en consecuencia, al metabolismo energético celular; el 90% de la
energia celular en forma de ATP es producida por el sistema de fosforilacion oxidativa
(OXPHOS) y de los 37 genes que contiene el ADNmit, 13 codifican para diferentes
subunidades estructurales que forman parte de los complejos del sistema de OXPHOS:
7 subunidades de las 46 que forman el complejo I o NADH deshidrogenasa (NU1M,
NU2M, NU3M, NU4M, NU4LM, NU5M y NU6M), 1 subunidad de las 11 que forman el
complejo III (CYB), 3 subunidades de las 13 del complejo IV o citocromo C oxidasa
(COX1, COX2, COX3) y 2 subunidades de las 16 que forman el complejo V o ATP sintasa
(ATP6 y ATP8). El resto de genes mitocondriales codifican para 2 ARNr (16S y 22S) y un
conjunto de 22 ARNt que son esenciales para la sintesis de proteinas en el interior de la
mitocondria?’’.

Por este motivo, en primer lugar se analizd el efecto de la disminucion del
numero de copias de ADNmit en la expresion de los péptidos codificados por el
genoma mitocondrial y, en segundo lugar, el impacto de este menor contenido de
ADNmit en la actividad de los complejos de la cadena respiratoria y en la produccion
mitocondrial de ATP. El analisis cuantitativo de los proteomas mitocondriales de
corazones adultos Endog **'y Endog * permitié detectar y cuantificar 11 de los 13
péptidos codificados por el genoma mitocondrial (figura 18A). Sélo la subunidad 2 del
complejo citocromo C oxidasa (COX2) muestra un aumento muy leve pero significativo

. mientras que la expresion del resto de componentes de

en las mitocondrias £ndog
la cadena respiratoria y del complejo ATP sintasa no se encuentra alterada; asimismo, la
medida de la actividad de los complejos de la cadena respiratoria y del contenido de
ATP en los corazones adultos £ndog "'y Endog ™" (figura 18B y 18C) no revela cambios
significativos en la actividad de los complejos respiratorios ni en los niveles de ATP en
los corazones Endog ™.

Estos resultados descartan un papel de ENDOG en la expresion del genoma

mitocondrial y, ademas, confirman que una deplecién del 30% en el nimero de copias

de ADNmit*’* no conduce a una disminucién proporcional en la sintesis de proteinas
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mitocondriales que forman parte de la cadena respiratoria en los corazones Endog 7,

manteniéndose en ellos un nivel normal de produccion de energia en forma de ATP.
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Figura 18. Estudio de la expresién del ADNmit y de la funcién respiratoria mitocondrial en corazones
adultos de ratones £ndog ** y EFndog ”". A. Analisis diferencial de la abundancia de proteinas
codificadas por el genoma mitocondrial presentes en los proteomas de corazones Endog 'y
Endog . Las proteinas de mitocondrias £ndog 7"y Endog 7" se digieren en péptidos que son
marcados mediante marcaje isobarico para su cuantificacion absoluta y relativa (iTRAQ), fraccionados
por intercambio catiénico y analizados por LC-MS/MS. B. Medida de la actividad de los complejos
respiratorios mitocondriales (C U/CS U) a partir de mitocondrias aisladas de corazones adultos
Endog "y Endog . La suspension de mitocondrias intactas se congela y descongela 3 veces para
romper las membranas y liberar los complejos. Las actividades enzimaticas especificas (C) se
normalizan en funcién de la actividad de la citrato sintasa (CS), enzima de la matriz mitocondrial

que constituye un marcador de la riqueza mitocondrial. C. Cuantificacién de ATP (umol/g tejido)

en corazones adultos £ndog **y Endog .
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Lo importante en cienciov no- ey tanto- obtener nuevosy hechos como-
descubrir nuevay formas de persor sobre ellos.

Williomv Lawrence Bragg
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1. La falta de ENDOG incrementa el tamafio de los cardiomiocitos y frena la

proliferacién de los mismos durante el desarrollo del corazén en ratones £ndog

La endonucleasa G (ENDOG) es una nucleasa mitocondrial altamente
conservada y muy conocida en la comunidad cientifica por ser la responsable de la
fragmentacién del ADN durante el proceso de muerte celular apoptotica que ocurre de
manera independiente a las caspasas. Sin embargo, los primeros estudios con ratones
Endog " mostraron un proceso normal de muerte celular ante una gran variedad de
estimulos apoptoéticos aplicados, asi como un perfecto desarrollo hasta la edad adulta
sin defectos obvios, sugiriendo que ENDOG no es necesaria para los procesos de
embriogénesis y apoptosis ****®. Con el tiempo se ha demostrado que estos dos
estudios han resultado insuficientes para probar el verdadero rol de ENDOG en el
complejo proceso de generaciéon de un organismo, asi como en su muerte celular. En
primer lugar, porque utilizaron modelos celulares donde la ejecucion del proceso de
muerte celular es dependiente de caspasas y los resultados publicados por nuestro
grupo demuestran que la actividad apoptdtica de ENDOG solo es relevante en ausencia
de caspasas como, por ejemplo, en la muerte de cardiomiocitos isquémicos*'**2 En
segundo lugar, porque analizaron posibles diferencias tisulares y celulares mediante
técnicas histologicas descartando asi la existencia de cambios plausibles a nivel
bioquimico y molecular en los ratones £ndog ™.

A diferencia de lo publicado en estos dos trabajos, los resultados aqui

presentados demuestran que la nucleasa mitocondrial ENDOG, mas alla de su funcién

apoptodtica, es fundamental y necesaria para el correcto desarrollo del corazén. Pese a

su presencia ubicua en los diferentes tejidos y tipos celulares, su expresién aumenta
especialmente durante el desarrollo y diferenciacién del miocardio, contrariamente a lo
que ocurre con las caspasas y la mayoria de genes apoptoticos que son silenciados

postnatalmente en el corazon®™%*!

indicdndonos el desempefio de una funcién
importante en él. En los Ultimos afios un estudio publicado por nuestro grupo ha
permitido identificar la pérdida de la funcion de ENDOG como el determinante primario
de la hipertrofia cardiaca, sefialando un efecto directo de esta nucleasa en el control del
tamafo de los cardiomiocitos’’’. Los cardiomiocitos de corazones adultos de ratones
Endog " son més grandes en ausencia de una estimulacion hipertrofica, sin embargo,

estos corazones Endog 7" no presentan un mayor volumen respecto a los de tipo

salvaje.
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Dado que la falta de cardiomiocitos genera una hipertrofia adaptativa a
posteriori para poder hacer frente a la demanda energética que se le exige al
corazéon®™’, y que la disminucion de la expresion de ENDOG en un cultivo primario de
cardiomiocitos neonatales de rata produce un crecimiento de los mismos y un aumento
en la expresién de biomarcadores hipertréficos*’, en un sistema /n vitro donde no hay
una organizacioén estructural a nivel de érgano y, por tanto, no se ejerce ningun tipo de
presion hemodinamica sobre ellos, nos planteamos que en los corazones £ndog
debian ocurrir paralelamente dos procesos, una menor proliferacion de los
cardiomiocitos y un agrandamiento de los mismos, que anularian las posibles
diferencias de tamafio entre corazones £ndog 'y Endog ™.

Nuestros resultados demuestran que el aumento de tamafio observado en los
cardiomiocitos de corazones adultos Endog 7~ también estd presente en la etapa
neonatal, puesto que los cardiomiocitos neonatales de los corazones £ndog 7 son mas
grandes y expresan mas genes y proteinas estructurales que forman parte de los
sarcdmeros, descartando asi el desarrollo de una hipertrofia adaptativa a posteriori en
los corazones adultos y sefialando el agrandamiento de los cardiomiocitos como una
consecuencia directa de la falta de ENDOG en ellos.

Pese a ésto e igual que sucede en los corazones adultos, los corazones
neonatales £ndog 7" tienen el mismo tamafo que los corazones Endog ™* debido a
que estan formados por un menor nimero de cardiomiocitos de mayor volumen,
advirtiéndonos de la pérdida de su capacidad proliferativa durante las etapas
embrionaria y perinatal, como bien sefala la expresion disminuida en ellos de
marcadores implicados en los procesos de replicacién del ADN y division celular.

De modo que este reducido numero de cardiomiocitos presente en los
corazones neonatales £ndog 7" no conduce a una compensacion del tamafio de los
mismos a posteriori sino que ambos procesos se producen simultaneamente,
problablemente permitiendo asi el desarrollo de una funcién cardiaca normal en los
ratones £ndog 7. Por otros modelos de ratones que tenemos en el laboratorio sabemos
que el desarrollo de una hipertrofia moderada en el corazén no conlleva
necesariamente alteraciones en su funcién cardiaca. El raton nulo cardioespecifico de las
caspasas 3y 7 (DKO 37" 77") desarrolla una ligera hipertrofia adaptativa en el corazén
adulto en respuesta a una deficiencia en el nimero de cardiomiocitos y, sin embargo,

tiene una funcién cardiaca normal®®.
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A pesar de la expresién incrementada del gen ANPPA en los corazones
neonatales £ndog 7", un marcador hipertréfico que diversos estudios también sefialan
como indicador de un fallo cardiaco causado por una cardiomiopatia hipertréfica,
hipertension o cardiomiopatia dilatada®®, los corazones adultos £ndog ” no desarrollan
una hipertrofia ventricular izquierda en ausencia de una estimulacién hipertréfica®’?; de
manera que no hay un exceso de musculo cardiaco que obstruya la zona de expulsion
de sangre y que termine agotando la funcién contractil del corazén, puesto que pese a
la hipertrofia de los cardiomiocitos individuales £ndog " no hay diferencias en los
parametros ecocardiograficos de peso y grosor de la pared ventricular entre corazones

-/-471

Endog "y Endog al estar formado éste Ultimo por un menor numero de células,
lo que nos sugiere un correcto funcionamiento del corazén £ndog . Esto no descarta
que pueda ser mas susceptible a diferentes fuentes de estrés y, en este caso, que la
funcion cardiaca se vea mas afectada en ratones £ndog 7.

En conjunto, nuestros resultados confirman un rol de ENDOG en la regulacién

del crecimiento y la proliferacion de los cardiomiocitos durante el desarrollo del

corazdn, y dado que ENDOG se expresa de forma ubicua y que el corazén esta formado
por diferentes tipos celulares que contribuyen al correcto funcionamiento del mismo,
podemos hipotetizar que aunque estas células no dispongan del enorme contenido
mitocondrial propio de los cardiomiocitos, de alguna manera ENDOG también debe
estar influyendo en el crecimiento y la divisién celular de éstas para un correcto

desarrollo del corazon.
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2. La deficiencia en ENDOG limita la proliferacién de células de roedores y humanas

en divisién

Se ha descrito previamente que la disminucion de la expresién de ENDOG,
mediante silenciamiento post-transcripcional con shRNA/siRNA especificos, provoca
una disminucién de la proliferacién /n vitro en diferentes tipos celulares que se
caracteriza por una acumulacion de células en la fase G2-M del ciclo celular®**4>>4%¢,

Disponer del ratén nulo para el gen £ndog nos ha permitido analizar la
capacidad de division celular de fibroblastos de piel £ndog 7~ in vitro, descartando que
los efectos observados en la proliferacion sean debidos a artefactos por el sistema de
silenciamiento utilizado y confirmando asi que son consecuencia directa de eliminar el
gen Endog. Los fibroblastos primarios de piel de ratones Endog ” presentan una
reducida capacidad proliferativa /n vitro, fenotipo que también comparten las células
humanas HEK293T a las que se les elimina el gen de £ndog mediante el sistema
CRISPR/Cas9, asi como las células tumorales endometriales Ishikawa (IK) a las que se les
disminuye la expresion de ENDOG mediante transduccién lentiviral.

A diferencia de los estudios publicados en los que se sugiere que la falta de
ENDOG conduce a una acumulacion de células en la fase G2-M del ciclo celular debido

a la presencia de ADN dafiado no reparado®**>®

, sin que esto Ultimo haya sido
demostrado, en los fibroblastos primarios de piel de ratones £ndog ", asi como en los
fibroblastos Rat-2 con una reducida expresion de ENDOG y en las células humanas
HEK293T-£ndog 7", disminuye el porcentaje de células presentes en la fase S del ciclo
celular y aumenta el porcentaje de células que se acumulan mayoritariamente en las
fase G1 del ciclo celular, detectandose Unicamente un pequeio pico en la fase G2-M en
los fibroblastos £ndog 7"y en las HEK293T-£ndog ™.

El punto de control G1, cercano a la transicion G1-S, gobierna dos tipos de
situaciones diferentes. Por un lado, aqui se detiene el ciclo celular cuando el ADN
ha sufrido algun dafo para que la célula pueda proceder a su reparacion antes de
que éste sea replicado. Por otro lado, en ese punto se toma la decisién de continuar el
ciclo celular si todas las sefales son propicias, o no avanzar y estabilizarse en la fase G1
temporal o permanentemente, lo que supone a la célula escoger entre cuatro
decisiones posibles: diferenciarse, permanecer en un estado de quiescencia (G0), sufrir
un proceso de senescencia o morir por apoptosis®*°.

En los corazones Endog ”” la ausencia de una activacion de la respuesta al dafio

en el ADN (DDR), junto al aumento en la expresion del gen de la cadena pesada de la

168



alfa miosina cardiaca (MYH6), nos sugiere que la salida del ciclo celular de los
cardiomiocitos £ndog 7" se debe a un proceso de diferenciacién de los mismos que
permita mantener la funcion contractil del corazén con un menor nimero de células. En
el caso de los fibroblastos primarios de piel £ndog ”", parece acelerarse la disminucion
del limitado potencial proliferativo que presentan todas las células primarias en cultivo y
qgue conduce a un estado de detencion terminal del crecimiento o senescencia. Se ha
descrito que en células endoteliales aisladas de venas de cordén umbilical humano™®y

en algunos tipos de fibroblastos primarios humanos™

, la disminucién de la expresion
de ENDOG produce un retraso significativo en la proliferacién celular acompafnado por
un aumento en el porcentaje de células positivas para la B-galactosidasa, un marcador
clasico de senescencia replicativa, indicando que la falta de ENDOG induce en estas
células un proceso de senescencia prematura. No sucede lo mismo en los fibroblastos
Rat-2 con una reducida expresién de ENDOG, asi como en las HEK293T-£ndog ", ya
que a pesar del aumento en el porcentaje de células que se acumulan en la fase G1 del
ciclo celular, al tratarse de lineas inmortalizadas éstas mantienen cierta capacidad
proliferativa respecto a sus controles en los sucesivos pases.

En las células tumorales IK, a diferencia de lo observado en las anteriores lineas
celulares, aumenta el porcentaje de células que se acumulan en la fase S del ciclo celular
y disminuye el porcentaje de células presentes en la fase G2-M del ciclo celular. Hay que
tener presente que en las células IK las proteinas PTEN y pRB estan ausentes”®*%, y es
esta falta de pRB la que determina una elevada actividad de los factores de
transcripcion E2F, activandose la transcripcion de una serie de genes que obligan a la
célula a entrar en la fase S del ciclo celular. Esto junto a los elevados niveles de ciclina
D1y E1°® presentes en las células IK nos sugiere una transicion G1-S forzada en las
células deficientes en ENDOG que finalmente terminan frenandose en la fase S del ciclo

celular.

En resumen, el conjunto de estos resultados confirman que ENDOG es capaz de

reqular la proliferacion de células de roedores y humanas en divisidn, y apoyan que el

menor nuimero de cardiomiocitos presente en los corazones £ndog * en el momento

del nacimiento sea debido a una pérdida de su capacidad proliferativa durante el

desarrollo embrionario del corazén.
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3. La reducida expresién de ENDOG frena la divisiéon de células tumorales in vitroy

la formacién de tumores sélidos /in vivo

El cdncer de endometrio es la neoplasia maligna ginecoldgica mas frecuente y la
cuarta mas comun en mujeres después del cancer de mama, el cancer colorrectal y el de

pulmén. En las células tumorales endometriales IK la disminucion de la expresion de

ENDOG dificulta su proliferacion /in vitro y reduce su capacidad de generar tumores /in

vivo cuando son inyectadas subcutaneamente en ratones SCID. La inyeccion ectépica de

estas células a nivel subcutaneo, fuera del érgano o tejido donde se produce el tumor
en humanos, genera un tumor aislado que no nos permite estudiar la invasién tumoral
y la generacion de metastasis, siendo ésta la principal causa de mortalidad por cancer.
Pese a ello, nuestros resultados indican que el nivel de expresién de ENDOG varia
considerablemente entre lineas tumorales de endometrio con distinto potencial
metastasico. Su presencia se correlaciona positivamente con un mayor grado de
diferenciacion celular y una menor agresividad tumoral, siendo la expresion de ENDOG
mayor en las células Ishikawa, mas diferenciadas y menos invasivas, y menor en las
células inmaduras HEC-1A y MFE-296 que han desarrollado la capacidad metastasica

propia de las células tumorales malignas. Asimismo, la disminucién de la expresién de

ENDOG en muestras de tejido tumoral humano de endometrio de grado histolégico II

confirma gue su deficiencia esta ligada de alguna forma con la fisiopatologia del cancer

endometrioide.
La supresion del proceso apoptoético desempefia un papel importante en la
carcinogénesis al permitir la supervivencia inadecuada de células genéticamente

506,507

aberrantes Diversos estudios han descrito una correlacién inversa entre la

invasividad tumoral y la capacidad de producir una respuesta apoptodtica tras una lesion

508 509,510,511 512,513
1

celular en cancer de préstata™”, cancer de mama , cancer de colon
melanoma®*, carcinoma hepatocelular’™® y otros tipos de neoplasias malignas. En las
lineas tumorales de prostata y de mama mas agresivas se ha descrito una disminucion
de la expresion de ENDOG que se asocia con una mayor resistencia a agentes
quimioterapéuticos que inducen la apoptosis tales como, cisplatino y etopdsido®*®>"’.
Estos estudios sugieren que la presencia de ENDOG en células tumorales no invasivas
determina su sensibilidad a la apoptosis, y dado que ENDOG es una endonucleasa
apoptdtica, hipotetizan que su deficiencia juega un papel importante en la

supervivencia de estas células cancerosas a un nuevo entorno.

170



Esta premisa general de que el desarrollo del cancer esta ligado a la disminucién
del fendmeno apoptdtico no parece ajustarse al proceso de carcinogénesis en el
endometrio®®*'®, donde el reducido nimero de células apoptdticas presente en una
hiperplasia endometrial aumenta progresivamente con el grado de malignidad tumoral,
alcanzando un maximo en un adenocarcinoma endometrial de grado II que presenta
una mayor expresion de proteinas proapoptoticas tales como, Bax y Caspasa 3, asi
como una menor expresion de las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y NF-kB. Tanto Bcl-2
como Bax son miembros de una misma familia de proteinas clave en la via intrinseca de
la apoptosis, sin embargo, en el desarrollo y la progresién de la tumorigénesis
endometrial la expresion de Bcl-2 disminuye hasta llegar a ser insignificante en un
adenocarcinoma endometrial de grado II, sugiriendo un papel de Bcl-2 en la proteccién
celular frente al proceso apoptético en una hiperplasia y un carcinoma endometrial
temprano>?®*?>% Es probable que, en las primeras etapas, los tumores que expresen
Bcl-2 tengan mas posibilidades de acumular otras anomalias genéticas que les permita
lograr una posterior transformacion maligna; después, el comportamiento bioldgico
agresivo del tumor debe depender de factores distintos de Bcl-2.

Siendo ENDOG una nucleasa apoptética, en la transformacion de ese entorno
antiapoptotico de las etapas tempranas mas benignas al entorno proapoptoético de las
etapas mas avanzadas de un carcinoma endometrial, ésta sigue un patrén de expresion
decreciente que se ajusta al de una proteina antiapoptética como Bcl-2, sugiriéndonos
un rol de ENDOG en el inicio del proceso tumorigénico pero no en la progresion mas
agresiva del cancer. Se necesitaran mas estudios para conocer la importancia de
ENDOG en la transformacién neoplasica del endometrio, si bien es cierto que las
alteraciones en su expresién pueden ser el efecto y no la causa de la carcinogénesis
endometrial.

A diferencia del patron de expresion de ENDOG en las diferentes lineas y
muestras de tejido tumoral humano de endometrio analizadas, esta nucleasa
mitocondrial se encuentra altamente expresada en las muestras de tejido tumoral
humano de colon, higado, pulmén y, en menor grado de mama, cedidas por el
biobanco del HUAV-IRBLIleida. Pese al reducido nimero de casos analizados en cada
tipo tumoral, la publicacién de un estudio que muestra la elevada presencia de ENDOG

en carcinomas gastricos y colorrectales®® refuerza nuestros resultados y nos indica que
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el perfil de expresién de ENDOG varia en funcion del tipo de cancer o el estadio de su

desarrollo.
El conjunto de resultados presentados en este apartado, junto a los anteriores
que sefialan a ENDOG como un regulador de la proliferacion de células humanas en

divisién, nos sugieren que ENDOG podria desempefar un papel facilitador de la

oncogénesis, bien en las etapas tempranas o preneoplasicas favoreciendo la iniciacion y

la promocién tumoral como sucederia en la carcinogénesis endometrial, o

posteriormente en la adquisicion y mantenimiento _de un_ fenotipo maligno que

permitiese _su progresidon en determinados tipos de cancer como el gastrico y

colorrectal.
En estos ultimos 5 afios existe un creciente reconocimiento de que

determinados miembros apoptéticos pueden promover el desarrollo de un fenotipo

524,525,526 527,528

maligno ; concretamente, dos estudios recientes desafian la idea
establecida sobre la activacién de la maquinaria apoptética como barrera natural frente
al desarrollo del cancer, ya que ésta puede promover la inestabilidad gendmica y la
transformacion oncogénica cuando los desencadenantes fisioldgicos de la apoptosis no
logran causar la muerte celular. Histéricamente se ha considerado al proceso de
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP) como el punto de no
retorno en el programa de apoptosis, sin embargo, en determinadas circunstancias de
estrés citotoxico no letal, un conjunto limitado de mitocondrias puede sufrir el proceso
de MOMP vy activar las caspasas ejecutoras sin llegar a desencadenar la muerte celular,
pero impulsando un dafio en el ADN e inestabilidad gendémica y promoviendo asi la
transformacion celular y la tumorigénesis. Mecanisticamente, ENDOG parece estar
relacionada con las roturas persistentes en las hebras de ADN que conducen a la
inestabilidad gendmica®®, apoyando asi un papel de ENDOG en la transformacién
oncogénica y desvelando que la relacién entre apoptosis y carcinogénesis puede no ser

tan sencilla como hasta ahora se pensaba.
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4. La abundancia de ROS regula los cambios en el crecimiento y la proliferacién

celular asociados a la falta de ENDOG

El mantenimiento de un balance redox intracelular es un requisito esencial en
todos los organismos aerdbicos. La estricta regulacién entre la produccion y la
eliminacién de las especies reactivas del oxigeno (ROS) representa la base de una
homeostasis redox apropiada cuya perturbacion tiene un profundo impacto en la
fisiologia celular. Numerosos estudios han demostrado la funcién de ROS en el proceso
hipertréfico, aunque todavia no esta claro el mecanismo exacto que conduce al
aumento de tamafio de los cardiomiocitos a través de éstas®*>>*°. Se ha descrito que la
estimulacién de la hipertrofia cardiaca con hormonas peptidicas como la angiotensina II
se produce a través de las ROS generadas en la mitocondria, cuya excesiva
amplificacion conduce a una disminucién del potencial de membrana y a un aumento
del dafio oxidativo en el ADN y proteinas mitocondriales que termina provocando un
fallo cardiaco®™.

Resultados anteriores publicados por nuestro grupo®’* sugerian que el rol de
ENDOG en el control del tamafo de los cardiomiocitos debia producirse a través de un
mecanismo dependiente de ROS, puesto que en las mitocondrias aisladas de los

_/_

corazones adultos £ndog se detectaba una mayor produccién de ROS y el

tratamiento con angiotensina II aumentaba significativamente el tamafio de los

**In vitro también

cardiomiocitos y corazones adultos £ndog " respecto a los £ndog
se confirmaba que la disminucién de la expresion de ENDOG en cardiomiocitos
neonatales de rata producia un aumento de los niveles de ROS, sin llegar a verificar si
este incremento determinaba el agrandamiento de los cardiomiocitos o bien era
secundario a la hipertrofia de los mismos.

Para poder diferenciar entre ambas posibilidades la estrategia adoptada
consistio en analizar el efecto de neutralizar la abundancia de las ROS en el tamafio de
los cardiomiocitos hipertrofiados con escasa o nula expresién de ENDOG. La
disminucién de los niveles del anién superdxido (O,") mitocondrial y citoplasmatico con
el agente reductor NAC consigue reducir el agrandamiento de los cardiomiocitos
neonatales primarios Endog 7" y de los cardiomiocitos neonatales primarios de rata

con reducida expresion de ENDOG /n vitro, indicando por un lado que son los

diferentes niveles de expresién de ENDOG los que modifican la abundancia celular de

las ROS vy, por otro lado, seflalando a éstas como las intermediarias en el control que

ejerce ENDOG sobre el crecimiento de los cardiomiocitos.
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Cada vez estd mas aceptado que existe un ciclo redox vinculado
fisioldgicamente a la progresién del ciclo celular’®®, de manera que para que transcurra
la divisién celular es importante que los niveles de ROS generados no se encuentren
por encima del nivel umbral que estimula el crecimiento. En esta regulacién redox del
ciclo celular es especialmente importante la transicion G1-S, en la que valores muy
oxidantes condicionan y limitan el mantenimiento de unos niveles apropiados de las
ciclinas y Cdks que determinan el avance hacia la fase S del ciclo celular.

En los fibroblastos primarios de piel de ratones £ndog ”, fibroblastos Rat-2 con
una reducida expresion de ENDOG, asi como en las células humanas HEK293T-£ndog 7,
la transicién G1-S se encuentra dificultada y la cuantificacion del anién superéxido (O;")
mitocondrial y citoplasmatico muestra un incremento en los niveles de ROS que es
neutralizado en presencia del agente reductor NAC, recuperédndose parcialmente la
insuficiente proliferacion observada en estas células en division con escasa o nula

expresion de ENDOG. Estos resultados indican, en primer lugar, que el aumento en la

abundancia de las ROS se produce en cualquier tipo celular deficiente en ENDOG vy, en

segundo lugar, e igual que sucede en los cardiomiocitos, que las ROS actian como

mediadoras_en el control gue ejerce ENDOG sobre la proliferacion de células en

division.

En las células tumorales la funcion de ROS sigue siendo objeto de intensos
debates. Las células tumorales tienen a nivel basal una produccion aumentada de ROS,
como consecuencia de alteraciones genéticas y metabdlicas, que hiperactivan las vias
de sefializacion necesarias para la transformacién celular y la tumorigénesis®*. Niveles
excesivamente altos de ROS son téxicos tanto para las células normales como para las
células tumorales, sin embargo, éstas Ultimas son capaces de ajustar estratégicamente
su capacidad antioxidante especialmente en momentos de fuerte estrés oxidativo>?,
como ocurre durante el crecimiento del tumor soélido debido a las regiones internas
mas hipdxicas y privadas de glucosa, y en la transicion epitelio-mesénquima (EMT)
cuando las células cancerosas se separan de la matriz extracelular, invaden la membrana
basal y entran en el ambiente oxidante de la sangre. Es en este entorno redox alterado
donde las células cancerosas tienen una alta tasa de produccion de ROS equilibrada por
un eficiente sistema de detoxificacién, lo que les permite mantener los niveles de ROS
justo por debajo del umbral de muerte celular necesario para modular los cambios

estructurales y las respuestas adaptativas que promueven la invasion local y la
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metastasis. Muchos farmacos utilizados actualmente en la practica clinica contra el
cancer acttan directa o indirectamente como prooxidantes perturbando la homeostasis
redox de las células cancerosas e induciendo su muerte celular’***®; pese a ello, la
eficacia de esta estrategia se pone en duda por el riesgo de que las células normales del
paciente sufran dafio oxidativo o carcinogénesis y, también, por la observacion de
diferentes grupos de investigacion de que las terapias prooxidantes detienen el
crecimiento e inducen la muerte celular en células cancerosas con niveles basales de
ROS muy elevados, mientras que en aquellas con niveles modestamente aumentados
de ROS son mas efectivas las terapias antioxidantes>*®. Esto ultimo junto al papel causal
de ROS en la tumorigénesis ha llevado al uso de antioxidantes para suprimir las
funciones oncogénicas de ROS™, sin embargo, la idea de que su reduccion puede
erradicar las células cancerosas es cada vez mas una simplificacién excesiva. Varios
estudios clinicos prospectivos a gran escala han demostrado que la suplementacién
dietética con antioxidantes como B-caroteno, vitamina A o vitamina E aumenta la
incidencia de cancer*®***>* En consonancia con estos hallazgos, se ha descrito que
mutaciones activadoras en el factor respiratorio nuclear 2 (Nrf2) de células tumorales™*,
el cual regula los niveles de ROS mediante el aumento en la expresion de genes
antioxidantes, o el tratamiento de éstas con antioxidantes no sélo reducen los niveles
de ROS en ellas sino que también promueven actividades oncogénicas vy
metastasicas”*2>**,

En base a esto, nos planteamos si la disminucion de los niveles de ROS
observados en las células tumorales IK con una reducida expresion de ENDOG mediante
el tratamiento con NAC dificultaria ain mas la proliferacion de estas células /n vitro o,
por el contrario e igual que sucede en las células no tumorales, favoreceria la
recuperacion de la proliferacion celular, tal y como se ha descrito anteriormente en
algunos trabajos publicados que revelan la complejidad del uso de antioxidantes para el
tratamiento del cancer. Nuestros resultados indican que la bajada en los niveles del
anién superdxido mitocondrial con NAC no modifica la limitada proliferacién asociada a
la falta de ENDOG en esta linea tumoral, lo que nos sugiere que el defecto en

proliferacion observado en las células IK deficientes en ENDOG no parece estar bajo el

control de ROS.
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5. La deficiencia de ENDOG provoca cambios en las vias de sefializaciéon que

regulan el crecimiento y la division celular a través de ROS

La acumulacién de resultados sugiriendo una pérdida de la capacidad
proliferativa y una salida del ciclo celular de los cardiomiocitos presentes en los
corazones Endog ” durante las etapas embrionaria y perinatal, nos llevé a estudiar la
sefializacion de una via clasica que controla la proliferacion celular, la via AKT-GSK38
que termina en el control de la expresion de la ciclina D1, en los corazones neonatales
Endog **'y Endog ™.

Nuestros resultados indican una menor actividad de la via AKT-GSK3B-CycD1
en los corazones £ndog ” (PO), asi como una caida en la expresion de los reguladores
de ciclo en la transicion G2-M, CycB1l y CDK1, en los corazones Endog 7~ (P3),
resultando en la detencidon completa del ciclo celular antes de que se produzca la salida
natural del ciclo celular de los cardiomiocitos postnatales que ocurre alrededor del
séptimo dia tras el nacimiento.

La retirada del ciclo celular de los cardiomiocitos £ndog ”" no se produce como
consecuencia de la activacion de la respuesta al dafno en el ADN (DDR), puesto que en
los corazones Endog ¥~ POy P3 no se observa una activacion de la proteina ATM, pese
al modesto incremento en la expresién de PCNA que plantea un posible proceso de

545546 3 lesiones en el ADN

reparacion®, e incluso su participacion en rutas de tolerancia
que no llegan a activar la via DDR en los corazones £ndog . Estos resultados sugieren
que el aumento en la producciéon de ROS en los cardiomiocitos £ndog ”~ disminuye su
capacidad proliferativa, mas que generar un dafio en el ADN que termine activando la
via DDR, desactivando la sefializacién que favorece la division celular de los mismos.

A su vez, el exceso de ROS debe modular las sefiales de transduccion que llevan
el agrandamiento de los cardiomiocitos deficientes en ENDOG puesto que el
tratamiento con el agente reductor NAC consigue reducir el tamafio de los
cardiomiocitos hipertrofiados £ndog ”" y de los cardiomiocitos primarios de rata con
una reducida expresion de ENDOG. Nuestros resultados muestran que en los
cardiomiocitos £Endog”” hay acumulacion citosolica de la histona deacetilasa 4 (HDAC4),
una HDAC de clase II sensible a ROS*®®, y una disminucién consecuente de su presencia

en el nucleo, donde normalmente bloquea la expresién de genes prohipertréficos. Esto

sugiere un proceso de exportacion nuclear a través de un mecanismo de oxidacion en
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respuesta a ROS que permitiria desbloquear la expresion de genes prohipertréficos y,
por tanto, el aumento de tamafio de los cardiomiocitos £ndog ™.

Por el momento, la confirmacion del papel de las ROS como intermediarias del
rol biolégico de ENDOG se ha limitado a estudios /in vitro, en los que se ha examinado
el efecto del agente reductor NAC. Los resultados nos han permitido establecer una
relaciéon directa entre la abundancia de las ROS y el nivel de activacién de la via de
sefializacion que lleva a la recuperacion parcial de la proliferacion. En el caso de los
cardiomiocitos neonatales de rata transducidos lentiviralmente con los £ndog shRNAs 1
y 2, el tratamiento con NAC Unicamente produce un aumento significativo en las
fosforilaciones de AKT (Ser473) y GSK3B (Ser9/21) que no pueden asociarse a cambios
en la proliferacion de estos cardiomiocitos al tratarse de un cultivo primario que sufre
un proceso de diferenciacién por su propio mantenimiento /n vitro. Por tanto, sélo
podemos deducir en este caso que la disminucién de los indicadores de activacion de la
via AKT-GSK3B-CycD1 esta influenciada por el aumento en la produccion de ROS. En
las células HEK293T-£ndog ” la via AKT-GSK3B que acaba en el control de la expresién
de la ciclina E1 se encuentra disminuida, y el tratamiento con NAC produce un aumento
en las fosforilaciones de AKT (Ser473) y GSK3B (Ser9/21), asi como un incremento en la
expresion de B-catenina, ciclina E1 (CycEl) y ciclina B1 (CycBl), que se asocia con la
recuperacion parcial de la proliferacién celular observada en células HEK293T-£ndog 7
cuando se disminuye en ellas la produccién de ROS.

Estos resultados demuestran una relacion directa entre la abundancia de ROS y

la actividad de la via AKT-GSK3B-CycD1/E1 que afecta a la proliferacién celular en

ausencia de ENDOG, y sefialan a las ROS como mediadoras del rol bioldgico de

ENDOG sobre la requlacidn de la proliferacién celular.

En las células IK deficientes en ENDOG la actividad de la via AKT-GSK3B-CycD1
esta disminuida, sin embargo, el tratamiento con NAC no parece inducir cambios en las
fosforilaciones de AKT (Serd473) y GSK3B (Ser9/21), ni un incremento significativo en la
expresion de B-catenina, ciclina D1 (CycD1) y ciclina B1 (CycB1l). Esto estd de acuerdo
con la incapacidad del agente reductor NAC de inducir una recuperacion de la
proliferacion en la linea celular IK, y sugiere que ROS no parece intervenir en el control

que ejerce ENDOG sobre la proliferacion en estas células tumorales.
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6. ENDOG es necesaria para el mantenimiento del genoma mitocondrial

mediante su participacién en la replicacion del ADNmit.

Durante muchos afos el estudio de la funcién de ENDOG se ha centrado
principalmente en el contexto de la muerte celular programada, al representar la
actividad nucleasa méas abundante en relacion a su expresién ubicua en todos los
tejidos y tipos celulares. Curiosamente, los trabajos iniciales sobre su posible papel en la
célula apuntaron hacia a una funcién vital, especificamente en la replicacion del
ADNmIt**?; sin embargo, y pese a que esta nucleasa mitocondrial ha sido ampliamente
caracterizada en las Ultimas cinco décadas, todavia hoy se desconoce cual es su funcion
molecular exacta dentro de la mitocondria.

Puesto que nuestros resultados anteriores sugieren que son los diferentes
niveles de ROS los encargados de activar o desactivar la sefalizacién que lleva al
crecimiento, tanto en tamafio como en nimero, en células deficientes o con insuficiente
expresion de ENDOG, nos planteamos si la manera en que esta nucleasa mitocondrial
regula la produccion celular de ROS podria estar relacionada con una funcion de
ENDOG en los procesos de mantenimiento (reparacion y/o replicacién) y expresion del
ADNmit. Por este motivo, en esta Ultima parte del trabajo nos hemos centrado en el
estudio de las posibles alteraciones en el metabolismo del genoma mitocondrial
relacionadas con la falta de ENDOG.

La correcta ejecucion de las funciones celulares depende de la expresién
coordinada de los genomas nuclear y mitocondrial a través de vias de ajuste
establecidas entre las mitocondrias y el nucleo. Uno de los mecanismos implicados en
estas vias de sefalizacion “retrégradas” son las especies reactivas del oxigeno (ROS),
principales candidatos difusibles y mediadores reactivos en la sefializacion, que parten
de las mitocondrias para comunicar el estado funcional de las mismas al ntcleo®’; sin
embargo, pese a su importante funcién sefalizadora, las ROS generadas como
subproductos durante la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) son la principal fuente
enddégena de dafio en el ADNmit*® La estrecha proximidad del ADNmit a los
principales sitios productores de ROS, asi como la falta de histonas protectoras, resultan
en una mayor susceptibilidad del genoma mitocondrial al dafio oxidativo, lo que
supone un reto adicional para las mitocondrias ya que éstas deben responder a dos
demandas opuestas: generar ATP y minimizar los dafios causados por ROS. La otra

fuente enddgena de dafio son errores espontaneos de la propia maquinaria de
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replicacion y de reparacién mitocondrial que se producen principalmente a causa de las
modificaciones que introducen las ROS en las bases y hebras de ADNmit. Muchas
lesiones oxidativas son una fuente importante de errores durante la sintesis del
ADNmit™*, y un ejemplo de ello es la lesién 8-oxodG (8-oxo-2'-desoxiguanosina),
minimamente citotoxica pero cuya incorporacion al ADNmit es altamente mutagénica
ya que conduce a la tranversion GC—TA en la subsiguiente ronda de replicacion,
introduciendo cambios en la integridad del genoma mitocondrial. La acumulacién de
moléculas de ADNmit defectivas puede incrementar ain mas los niveles de ROS,
precipitando un ciclo de generacion de dafio oxidativo que no sélo afecta a la funcién
mitocondrial sino que también compromete el destino celular.

Inicialmente se propuso que ENDOG era la nucleasa responsable de degradar
selectivamente el ADNmit en base a su fuerte afinidad /n vitro por sitios con dafo
oxidativo*®; sin embargo, a diferencia de lo que sucede en organismos inferiores*®, en
mamiferos ENDOG carece de la actividad 5' exonucleasa necesaria para procesar los
extremos 5 de las moléculas de ADNmit dafadas y, ademas, estudios posteriores no
revelaron diferencias significativas en la tasa de mutacion, ni anomalias estructurales en

el ADNmit aislado de tejido hepatico de ratones Endog ”~**®

, sugiriendo que ENDOG no
debia ser la nucleasa encargada de la degradaciéon del ADNmit dafiado.

Dada la importancia del mantenimiento de la integridad del genoma
mitocondrial en la funcién mitocondrial y, por ende, en la fisiologia celular, se secuencio
el genoma mitocondrial completo de los corazones neonatales Endog **y Endog ”
con la plataforma MiSeq de Illumina, confirmando asi la alta similitud de secuencia del
ADNmit entre ambos genotipos y, por tanto, la ausencia de cambios en el genoma
mitocondrial de los corazones Endog 7" . De este modo el posible dafio oxidativo con
potencial mutagénico, generado en base al incremento cuantificado en la produccién
de ROS en mitocondrias aisladas de corazones Endog 7", debe ser eficientemente
eliminado por el sistema de reparacién mitocondrial. Este resultado descarta un papel
de ENDOG en el proceso de reparacion del ADNmit, ya sea a través de su participacion
en alguna de las vias de reparacion que operan en la mitocondria o mediante la
degradacion de moléculas defectivas de ADNmit.

Recientemente se ha identificado la presencia en mamiferos de EXOG>**>*%,

una
5’exo/endonucleasa mitocondrial necesaria para el procesamiento de los extremos 5’ de

las moléculas de ADNmit dafiadas sobre las que actla el sistema de reparacién por
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escisién de bases (BER), principal mecanismo de reparacion del dafio oxidativo en el
genoma mitocondrial. EXOG surge de la duplicacion de un gen ancestral que genero las
subfamilias paralogas ENDOG y EXOG en eucariotas superiores; de modo que, en
mamiferos, estas nucleasas podrian tener funciones complementarias que en eucariotas
inferiores estarian desempefiadas por una misma exo/endonucleasa como, el homélogo
de ENDOG en levaduras llamado NUCL.

A principios de los 90 se planteé la posibilidad de que ENDOG participase en la
replicacion del ADNmit como una nucleasa de tipo RNasa H, que corta el transcrito
primario de ARN para generar el final 3" de un cebador maduro requerido en el inicio
de la replicacién mitocondrial®*; sin embargo, las dudas acerca de la especificidad de su
actividad RNasa sobre el transcrito primario de ARN en los origenes de replicacion
mitocondrial, junto a la demostracion /n vitro en aquella época de que los cebadores de
ARN procesados por la RNasa MRP**? (del inglés mitochondrial RNA processing
endoribonuclease) podian servir como sustrato para su extension por parte de la ADN
polimerasa gamma (POLy), llevaron a desestimar un papel de ENDOG en la replicacién
del ADNmit durante dos décadas. En 2011 el estudio de McDermott-Roe'’* et al. en el
que participa nuestro grupo, restablece de nuevo el vinculo entre ENDOG y el
metabolismo del ADNmit. Uno de los hallazgos mas interesantes de este trabajo es la
identificacibon de ENDOG como miembro de una compleja red de sefalizacién
involucrada en la biogénesis mitocondrial, sefialando que los efectos de la pérdida de la
funcién de ENDOG en la hipertrofia cardiaca podrian proceder de perturbaciones en la
fisiologia mitocondrial. Nuestros resultados incluidos en este trabajo demuestran que
los corazones adultos £ndog ¥~ presentan una disminucion en el nimero de copias del
ADNmit, no acompafada de cambios significativos en la expresion de PGC1-a, NRF1 y
TFAM*, principales reguladores del programa de biogénesis mitocondrial y, por tanto,
sugiriendo que el efecto en el nimero de copias de ADNmit es debido a un papel de
ENDOG en la replicacion del genoma mitocondrial y no a un un menor niumero de
mitocondrias en los corazones £ndog ”~, quedando aun por confirmar las funciones
previamente propuestas para ENDOG en el metabolismo del genoma mitocondrial.

La necesidad de una revaluacién cuidadosa del papel de ENDOG en el
mantenimiento del ADNmit, nos llevd a esclarecer su posible participacién en el proceso
de replicacion del ADNmit desde dos aproximaciones metodolégicas diferentes. Por un

lado, se analizo el efecto de la falta de ENDOG en la sintesis del ADNmit, en un sistema
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in vitro que refleja el proceso replicativo /n vivo a partir de mitocondrias aisladas de
corazones Endog 7"y, por otro lado, se examiné el impacto de la ausencia de ENDOG
en la recuperacion del nimero de copias de ADNmit tras su deplecién transitoria con
bromuro de etidio (BrEt) en fibroblastos embrionarios (MEFs) de ratones £ndog 7 La
confirmacién de una unién directa de ENDOG a la region control o bucle D del genoma
mitocondrial*’?, junto a la menor capacidad replicativa hallada en las mitocondrias
aisladas de corazones £ndog "y la insuficiente recuperacién observada en el nimero
de copias de ADNmit deplecionadas en los MEFs £ndog 7", y teniendo en cuenta que
nuestros resultados indican que los inhibidores de ROS no afectan a dicho proceso
como se discutird mas adelante, sugieren que la nucleasa mitocondrial ENDOG es

necesaria_para el mantenimiento del genoma mitocondrial, posiblemente a través de

una participacién directa en el proceso replicativo de las moléculas de ADNmit.

Pese a que, en los Ultimos afos, se ha avanzado en el conocimiento acerca de
los principios generales y los factores clave implicados en la organizacion y
mantenimiento del ADNmit, el mecanismo de replicacién del genoma mitocondrial no
se entiende completamente, existiendo ain hoy mucha controversia y desacuerdo entre
los diferentes modelos de replicacién propuestos. Gran parte de la confusién se debe a
que no existe en mamiferos un Unico mecanismo de replicacién, siendo probable que
este proceso consista en una combinacion de modelos propuestos o que diferentes
modelos coexistan dentro de un mismo tipo celular; dada la complejidad del proceso y
las limitaciones técnicas, no podemos asegurar que la fase de la replicacion
mitocondrial en la que participa ENDOG sea el inicio, ya que el fenotipo observado en
los MEFS Endog 7 también es consistente con un defecto en la eliminacion de los
cebadores de ARN para su reemplazamiento por ADN en la terminacién de la
replicacion mitocondrial, un paso fundamental que de no producirse conduciria a una
inestabilidad gendmica e impediria la recuperaciéon del nimero de copias de ADNmit
después de una deplecion transitoria.

Recientemente se ha sugerido que la replicacién del genoma mitocondrial en el
corazén humano puede estar asociada a un proceso de recombinacién molecular’>?.
Una gran parte del ADNmit en cardiomiocitos humanos parece estar organizado en
complejos agregados de docenas de genomas equivalentes, los cuales contienen
abundantes uniones entre las distintas moléculas que indican un proceso activo de

recombinacion ligado a la replicacion del ADNmit, de un modo similar a lo que sucede

181



en el fago T4, en levaduras y algunas plantas. En seres humanos estas formas

d>* estando

recombinantes de replicacion son enormemente dependientes de la eda
ausentes en recién nacidos y adquiriéndolas gradualmente conforme se adopta un
modo adulto de mantenimiento del ADNmit, que se correlaciona con un drastico
aumento en el nUmero de copias de ADNmit. No seria sorprendente la intervencién de
ENDOG en este mecanismo de replicacién, dado el paralelismo con su patron de
expresion en el miocardio y las funciones previamente propuesta de ENDOG en
procesos de recombinacign?>>4% 460461,

A diferencia de lo comentado anteriormente respecto a la capacidad
mutagénica de muchas lesiones oxidativas presentes en las bases del ADNmit, algunas
de las lesiones oxidativas tienen una baja mutagenicidad pero representan un bloqueo
para el avance de las polimerasas replicativas, y cuando se acumulan por encima de un
nivel umbral inducen la degradacion de las moléculas de ADNmit dafiadas. El analisis de
la recuperacion del nUmero de copias de ADNmit, en presencia del agente reductor
NAC en MEFs de ratones £ndog 7", descarta que la disminucion en la replicacion del
genoma mitocondrial sea debida a la presencia de estas lesiones oxidativas inhibitorias
respecto a las acciones de la Poly pero, ademas, sefiala que la recuperacion parcial de la
proliferacion celular observada en células con una insuficiente expresion de ENDOG se
debe al bloqueo de la funcidn sefializadora de las ROS por el agente reductor NAC, y no
a una mejora de la capacidad replicativa del ADNmit en estas células; asimismo, en
células Rho(O) que carecen de ADNmit la disminucién de la expresion de ENDOG no
aumenta considerablemente los niveles de ROS y, en consecuencia, se pierde el efecto

bioldgico ligado a la falta de ENDOG sobre la division celular.

Nuestros resultados destacan la importancia de ENDOG en el mantenimiento

del genoma mitocondrial, siendo ahora menos cuestionable la evidencia de un papel

directo de ENDOG en la replicacion de las moléculas de ADNmit, por encima de su

funcién en el control del crecimiento vy la division celular a través de la regulacion de los

niveles celulares de ROS.
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7. ENDOG no es necesaria para la expresién de los péptidos estructurales

codificados por el genoma mitocondrial.

Una caracteristica singular de las mitocondrias es que poseen un sistema
genético propio que codifica para un pequefio nimero de polipéptidos componentes
del sistema de OXPHQOS, asi como los ARN necesarios para la sintesis de los mismos; sin
embargo, no son del todo autdbnomas ya que dependen en gran medida del genoma
nuclear, tanto para la expresion de su sistema genético como para la biogénesis del
sistema de OXPHOS, cuyo funcionamiento exacto permite a las mitocondrias
proporcionar la mayor parte de la energia que necesita la célula.

Con este propésito, una célula contiene cientos de mitocondrias y cada una de
ellas engloba de 2 a 10 moléculas de ADNmit, siendo el numero total de copias de
ADNmit por célula muy elevado. Esto ha llevado al concepto relativo de “Efecto
Umbral”>*®, que hace referencia a la minima proporcion de ADNmit necesaria para que
no exista una manifestacién fenotipica o bioquimica del defecto mitocondrial. La falta
de un alto contenido de moléculas de ADNmit resulta en una disminucion severa y
global de la sintesis de proteinas mitocondriales, posiblemente debido a la escasez de
uno o mas ARNt mitocondriales; sin embargo, la deplecion de una pequeia cantidad de
copias de ADNmit permite una traduccion suficiente de proteinas mitocondriales,
debido a mecanismos compensatorios que ocurren a nivel transcripcional y/o
traduccional impidiendo el desarrollo de un fenotipo defectivo. Este fendémeno
mitocondrial nos permite explicar porqué en los corazones £ndog ” la reduccién del

30% en el nimero de copias de ADNmit*"*

no conduce a una disminucion proporcional
en la sintesis de proteinas codificadas por el genoma mitocondrial y, por tanto, en la
actividad de los diferentes complejos de la cadena respiratoria; en definitiva, el menor
contenido de ADNmit en los corazones Endog ”~ no supera un valor critico para que se
vea afectada la funcion respiratoria mitocondrial.

Dado que los corazones Endog ”~ estan formados por un menor nimero de
cardiomiocitos de mayor tamafo, y que los principales reguladores del programa de

1“1 en los

biogénesis mitocondrial no indican un mayor contenido mitocondria
cardiomiocitos  £ndog”, deben existir compensaciones entre diversas vias
bioenergéticas que jueguen un papel regulador del metabolismo celular y que permitan
mantener una producciéon normal de ATP en los corazones £ndog " ; en cualquier caso,
la importancia de estos resultados radica en el hecho de que la menor proliferacion de

los cardiomiocitos £ndog "y el agrandamiento de los mismos no parecen estar
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relacionados con la pérdida y/o disminucion de la funcidon bioenergética mitocondrial
_/_ . . . J o
en los corazones £ndog ”". En conjunto, nuestros resultados indican que el déficit en

ENDOG implica una reduccién de la replicacion del ADNmit sin efectos importantes en

la actividad de la cadena respiratoria que justifiquen ser la causa de la alteracién

observada en el crecimiento y la divisién celular y, por consiguiente, determinandonos a

seguir en la basqueda del mecanismo implicado en los cambios biolégicos asociados a
la falta de ENDOG.

En esta ultima década han aparecido una serie de estudios de especial
importancia para nuestro trabajo, en los que se desvela que la molécula de ADNmit es
mucho mas rica de lo que hasta ahora se pensaba, puesto que la informaciéon que
contiene no se limita Unicamente a la sintesis de los componentes de la cadena
respiratoria. El primero de estos trabajos demuestra que en células Rho(0) de
Saccharomyces cerevisiae la pérdida del ADNmit resulta en una marcada ralentizacion
de la transicion G1-S del ciclo celular™®; sin embargo, en células normales de levadura la
sustitucién de los genes codificantes por ADN no codificante en el genoma
mitocondrial, asi como la eliminacion de la subunidad Va de la citocromo C oxidasa o la
inhibicidn de la ATP sintasa, no afecta a la progresién G1-S del ciclo celular, sugiriendo
que el defecto en proliferacién es causado por la ausencia del ADNmit y no por la
pérdida de la expresién de los genes que codifican para las distintas subunidades del
sistema de OXPHOS. Paralelamente a este estudio fue conociéndose que el genoma
mitocondrial tiene el potencial necesario para codificar ARNs similares a los miARN>>’
(del inglés micro ARN) o IncRNA>>® (del inglés Long non-coding RNAs) nucleares, que
pueden modular funciones mitocondriales esenciales y contribuir, directa o
indirectamente, a las sefiales derivadas de las mitocondrias implicadas en las respuestas
celulares adaptativas®®. Del mismo modo pero, sorprendentemente, la molécula de
ADNmit contiene marcos de lectura abiertos (ORFs), previamente no anotados e
insertados en genes clasicos, que pueden traducirse en péptidos y proteinas pequefias,
los cuales regulan determinadas actividades metabdlicas de la célula, participando asi
en la conocida sefalizacion retrégrada entre las mitocondrias y el nicleo™’.

En células humanas la busqueda de genes que protegen contra la muerte
celular mediada por la proteina B-amiloide llevé al descubrimiento de una ORF dentro
del gen mitocondrial que codifica para el ARN ribosomal 165°®. Esta ORF produce un

péptido pequefio de 24 aminoéacidos llamado Humanin, cuya expresion parece proteger
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a las células de la muerte celular causada por la acumulacion de la proteina B-amiloide,
detectandose niveles elevados de Humanin en las neuronas y glia del I6bulo occipital
de pacientes con la enfermedad del Alzheimer®®, asi como en los cardiomiocitos de

562,563

raton después de un lesion cardiaca por isquemia/reperfusiéon , y también en el

musculo esquelético de los pacientes con MELAS (Encefalomiopatia mitocondrial con
acidosis lactica y accidentes cerebrovasculares)®.

La evidencia cada vez mayor del efecto antioxidante que Humanin parece
ejercer en el corazén a través del control sobre la produccion de ROS>®>>66267268
preservando de esta manera la funcién mitocondrial cardiaca, nos ha suscitado la
posibilidad de que el menor contenido de ADNmit ligado a la reducida capacidad
replicativa hallada en las mitocondrias £ndog 7", pese a no estar afectando a la
abundancia de péptidos estructurales que forman parte de los complejos del sistema de
OXPHOS, si que podria estar alterando los niveles de estos péptidos mas cortos que son
capaces de regular diversos procesos celulares.

Esto ha inspirado la continuidad del trabajo presentado en esta tesis en el
estudio de la influencia de ENDOG sobre la expresion de Humanin en el miocardio, asi
como el andlisis de los efectos de este péptido mitocondrial en los procesos regulados
por ENDOG en el miocito. Los primeros resultados obtenidos en esta nueva etapa
revelan que la adicién del péptido sintético de Humanin al medio de cultivo frena los
efectos sobre ROS y el tamafio celular en los cardiomiocitos £ndog ”~, estimulandonos
a profundizar si los diferentes niveles de expresion de ENDOG regulan el crecimiento
celular a través de cambios en el contenido de ADNmit, los cuales dirigen la expresion y

actividad de péptidos cortos implicados en la sefalizacién retrégrada, mediante la

modulacién de procesos bioldgicos tan importantes como la generacién de ROS.
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Lo cienciv serds siempre una bisqueda, jomds wv descubrimiento
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La conclusién general de este trabajo es que ENDOG tiene un papel provida regulando
a la vez el crecimiento y la division celular de los cardiomiocitos durante el desarrollo
del corazoén, asi como la proliferacidén de otros tipos celulares en division, mediante el
control de la replicacion del ADNmit y la regulacién de los niveles celulares de ROS, a
través de los cuales termina dirigiendo el crecimiento celular, tanto en tamafio como en

numero de células.
En concreto, nuestros resultados permiten definir las siguientes conclusiones:

Primera. La falta de ENDOG incrementa el tamafio de los cardiomiocitos, y frena la

proliferacion de los mismos durante el desarrollo del corazén.

Segunda. En los corazones neonatales £ndog ” la disminucién de la via AKT-GSK3B-
CycD1 se asocia con la pérdida de la capacidad proliferativa de los cardiomiocitos
Endog 7, y la acumulacion citosdlica de HDAC4 en ellos con la expresién de genes

prohipertréficos que impulsan su crecimiento.

Tercera. La eliminacion del exceso de las ROS producidas en los cardiomiocitos con
reducida o nula expresion de ENDOG conduce a una reduccion de los mismos, y sugiere

una sefializacion ROS dependiente que lleva al crecimiento.

Cuarta. La deficiencia en ENDOG dificulta la proliferacion de células de roedores y
humanas /n vitro, y limita la capacidad de las células tumorales de formar tumores /n

Vivo.

Quinta. La disminucién de la produccién de ROS en las células humanas HEK293T-
Endog”” produce una recuperacion parcial de su proliferacion in vitro a través de la

activacion de la via AKT-GSK3B que termina en el control de CycE1l.

Sexta. La disminucion de la produccién de ROS en las células tumorales IK deficientes
en ENDOG no activa la via AKT-GSK3B-CycD1 ni produce una recuperacién de su

proliferacion celular in vitro.

Séptima. La presencia de ENDOG es menor en lineas tumorales endometriales con una
mayor capacidad invasiva /n vitro, asi como en tejido tumoral endometrial humano /n

Vivo.
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Octava. Las secuencias de los genomas mitocondriales procedentes de los corazones

Endog ** 'y Endog " son practicamente indistinguibles.

Novena. Las mitocondrias aisladas de corazones £ndog 7" tienen una menor capacidad
replicativa, y los MEFs £ndog " no consiguen recuperar los niveles normales de ADNmit
tras un proceso de deplecién transitoria con bromuro de etidio (BrEt), incluso en

presencia del agente reductor NAC.

Décima. En células Rat2-Rho(0) que carecen de ADNmit la ausencia de ENDOG no

dificulta la proliferacion celular.

Undécima. El menor nimero de copias de ADNmit en cardiomiocitos £ndog ”” no afecta
a la abundancia de péptidos estructurales que forman parte de los complejos del

sistema de OXPHQOS, ni a la actividad de los mismos en la cadena respiratoria.
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