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Analysis of the mitochondrial function and ultrastructure in healthy albino mice treated with heart failure
medications
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Resumen:
Introduccién: la actividad mitocondrial es esencial para el musculo cardiaco y esquelético. La relacion
entre la disfuncion mitocondrial y diferentes condiciones cardiovasculares ha sido bien descrita. El
tratamiento farmacolégico de la insuficiencia cardiaca implica diferentes medicamentos como:
inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina, bloqueadores B-adrenérgicos, glucésidos
digitalicos y diuréticos. Los beneficios clinicos del tratamiento son claros, sin embargo, el papel de
estos farmacos en el metabolismo mitocondrial no esta bien establecido.
Objetivo del estudio: Analizar las caracteristicas estructurales y funcionales de las mitocondrias del
musculo cardiaco y esquelético en ratones tratados con farmacos habitualmente utilizados para la
insuficiencia cardiaca y compararlo con un grupo control.
Métodos: Veinticinco ratones albinos divididos en cinco grupos fueron tratados con la medicacién para
insuficiencia cardiaca durante 30 dias (grupo | a IV). Treinta dias después se sacrificaron, el corazon y
el musculo esquelético se analizaron y se compararon con un grupo control (V).
Resultados: La actividad enzimatica se incrementé ligeramente en los grupos tratados con
medicamentos para insuficiencia cardiaca en comparacion con el grupo control (p> 0,05). La
morfologia mitocondrial se modificé significativamente en los grupos tratados en comparacion con el
grupo control, ademas, el area mitocondrial fue significativamente mayor en los grupos tratados, tanto
en el musculo cardiaco como en el esquelético.
Conclusiones: Concluimos que la medicacion para insuficiencia cardiaca podria producir
modificaciones en la funciéon mitocondrial; creemos que las mitocondrias pueden mantener la actividad
enzimatica mediante el aumento de tamafo y modificacién de la morfologia.
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Abstract:
Background: Mitochondrial activity is essential for cardiac and skeletal muscle. The relationship
between mitochondrial dysfunction and different cardiovascular conditions has been well described.
Pharmacological treatment for heart failure involves different drugs as: angiotensin-converting enzyme
inhibitors, B-adrenergic blockers, digitalis glycosides and diuretics. The clinical benefit from medication
is clear, however, the role of this drugs in mitochondrial metabolisms is not well understood.
Aim of the study: The objective of our study was to analyze structural and functional characteristics of
cardiac and skeletal muscle mitochondria in mice treated with drugs normally used for heart failure and
compare it to a control group.
Methods: Twenty-five Albino Mice divided in five groups were treated with heart failure medication
during 30 days (group | to IV). 30 days after treatment they were sacrificed, heart and skeletal muscle
were analyzed and compared with a control group (V).
Results: Enzymatic activity was slightly increased in groups treated with heart failure medication
compared to control group (p>0.05). Mitochondrial morphology was significantly altered in groups
treated compared to control group, in addition, mitochondrial area was significantly increased in the
treated groups, in both cardiac and skeletal muscle.
Conclusions: We concluded that heart failure medication could produce modifications in mitochondrial
function; we believe that mitochondria maintains the enzymatic activity by increasing size and modifying
morphology.
Key words: Mitochondrial function, heart failure medication, Mitochodrial morphology.
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Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la
principal causa de muerte en el mundo'”. Entre
las diferentes enfermedades cardiovasculares, la
insuficiencia cardiaca cronica (ICC) es wun
sindrome caracterizado por la incapacidad del
corazbn para mantener las demandas
metabdlicas del cuerpo y es responsable del
aumento de la morbilidad y la mortalidad .

El muasculo cardiaco se compone de células
estriadas, que se unen a través de las uniones
intercelulares que forman los discos intercalados
permite la coordinacion de la actividad contractil
a modo de sincicio. Las células musculares
muestran actividad metabdlica importante y un
desarrollo significativo de organelas, tales como
el reticulo endoplasmatico liso y rugoso y gran
desarrollo de la actividad mitocondrial. Estas son
la principal fuente de energia de las células en
nuestro cuerpo, representando el 20-40% del
volumen total de los miocardiocitos vy
suministrando al corazén un 90 % de la energia
necesaria para sus funciones a través de la
produccion de adenosina trifosfato (ATP) en las
proximidades de las miofibrillas, que participan
en la actividad contractil®.

El niumero de las mitocondrias esta relacionado
con la actividad celular. En promedio hay 50-100
mitocondrias en una célula, pero el numero
puede elevarse considerablemente en funcién de
las necesidades. Incluso la arquitectura tiene
importancia, como se muestra por las crestas
mitocondriales de la membrana interna de esta
organela, cuyo numero de pliegues en los
miocardiocitos es mucho mayor que en otras
células y esto esta estrechamente relacionada
con la produccion de energia. Se ha descrito la
relacion entre el deterioro de la funcién
mitocondrial a nivel morfolégico y funcional y
diferentes enfermedades cardiacas tales como:
insuficiencia  cardiaca®®,  hipertrofia®, Ia
isquemia -reperfusion'’® etc. Este deterioro
podria estar mediado principalmente por la
produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS)"). El manejo de la ICC asi como el
control de los factores de riesgo es un desafio y
uno de los pilares del tratamiento'?.

El tratamiento farmacoldgico implica distintos
grupos de farmacos: diuréticos, los cuales
reducen la sobrecarga de volumen; inhibidores
de la enzima convertidora de la angiotensina
(IECA), que producen vasodilatacion, reducen la
pre y pos carga y la remodelacién cardiaca;
bloqueantes beta-adrenérgicos, que reducen la
frecuencia cardiaca y disminuyen los

requerimientos de oxigeno del miocardio y los
glucésidos digitalicos, que aumentan la fuerza de
contraccién cardiaca (efecto inotrépico positivo)
(12 Entre los diferentes efectos observados
relacionados con los medicamentos se
mencionan: aumento o disminucién de potasio y
de sodio en el plasma, y cambios
electrocardiograficos. Estos ultimos se presentan
con frecuencia con el uso de digoxina y aunque
no todos ellos implican la toxicidad, su efecto
cardiaco es evidente. Estos cambios nos llevan a
considerar los posibles efectos mitocondriales
que estos medicamentos pueden producir. Por lo
tanto, los objetivos del presente estudio son los
siguientes:

Determinar las caracteristicas estructurales y
funcionales de las mitocondrias de las células del
musculo cardiaco y esquelético en ratones
albinos suizos sanos tratados con: enalapril,
espironolactona, atenolol, furosemida,
hidroclorotiazida, digoxina y dinitrato de
isosorbide, que se utilizan comunmente en el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca y
compararlo con los ratones no tratados.

Materiales y métodos

Veinticinco ratones hembras y machos albinos
fueron utilizados, divididos en 5 grupos de 5
ratones cada uno, tratados como si presentaran
grados progresivos de insuficiencia cardiaca, de
acuerdo con la clasificacién funcional de la New
York Heart Association, que considera el grado 1:
aquellos pacientes que sufren de enfermedad
cardiaca pero sin limitacion de la actividad fisica,
la actividad fisica frecuente no causa fatiga,
palpitaciones, disnea o angina de pecho . Grado 2

pacientes con enfermedad cardiaca y ligera
limitacion de la actividad fisica; asintomaticos en
reposo. La actividad fisica frecuente causa fatiga,
disnea, angina de pecho, etc. Grado 3: pacientes
con enfermedad cardiaca y limitacion significativa
de la actividad fisica; asintomatico en reposo. La
sintomatologia es provocada por actividades
menos intensas de lo normal y el grado 4:
pacientes con enfermedad cardiaca que
permanecen sintomaticos incluso en reposo. Los
sintomas son exacerbados por la menor actividad.

Grupo 1: Se consideran insuficiencia cardiaca de
grado 1 y en tratamiento con enalapril,
espironolactona y atenolol.
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Grupo 2: Se consideran de grado 2 y tratados con
enalapril, espironolactona, atenolol e
hidroclorotiazida.

Grupo 3: Considerado grado 3 y en tratamiento
con enalapril, atenolol y espironolactona,
furosemida y digoxina.

Grupo 4: Considerado grado 4 y en tratamiento
con enalapril, espironolactona, atenolol,
furosemida , digoxina y dinitrato de isosorbida.

Grupo 5: Grupo de control.

Las dosis se calcularon segun el peso promedio
de los animales (30 £ 1 gr) incluidos en el estudio
y fueron por ratén: Enalapril: 2,1 x 10-° gr;
Atenolol: 5,3 x 10” gr; Espironolactona: 1,07 x 10"
* gr;  Furosemida: 4,2 x 10° gr;
Hidroclorotiazida; 1,07 x 10 gr; Digoxina: 6 x 10®
gr y Dinitrato de Isosorbide: 1,07 x 10®° gr. El
tratamiento consistio en la administracion oral
diaria de los medicamentos diluidos en solucién
fisiolégica formando soluciones de 15 ul de cada
medicacién para las cuales se utilizaron
micropipetas para la administracion de dichas
soluciones.

El tratamiento duré 30 dias y al cabo de 60 dias
de iniciado el mismo se procedié al sacrificio de
los animales para realizar los analisis
correspondientes.

Se llevd a cabo la toma de dos muestras de
miocardio a nivel del apex y dos de musculo
esquelético de los miembros, para los analisis
correspondientes. Con estas muestras se realizo:
Aislamiento mitocondrial

Las muestras de miocardio de ventriculo
izquierdo y una porcién de musculo esquelético
de aproximadamente 1 g fueron lavados y
suspendidos en un buffer de aislamiento helado
(5 mM HEPES, pH 7.2 containing 210 mM
mannitol, 70 mM sucrose, 1 mM EGTA and 0.5 %
BSA, libre de acidos grasos, 1:10 pl/v) e
inmediatamente homogeneizados. Los
homogenatos se centrifugaron a 1000 g, 4° C por
5 min y el sobrenadante fue transferido a un
nuevo tubo. El pellet se suspendié en el buffer de
aislamiento, se homogeneiz6 y se centrifugd
nuevamente como antes. Los sobrenadantes se
combinaron y centrifugaron a 8100 g por 15 m a
4°C. El pellet rico en mitocondrias se resuspendio
en buffer de aislamiento (relacion tejido/buffer:
1/1) y las alicuotas se conservaran a -80°C. La
concentracion de proteinas se midié por el
método de Lowry'®.

Esta fraccion sirvio para determinar:
Actividad del complejo Ill de
respiratoria

la cadena

La cuantificacion de la actividad enzimatica
mitocondrial se realizé a través del control de la
actividad de la: ubiquinina-citocromo c-reductasa
(complejo 1ll) por espectrofotometria’”'®'% Los
resultados se expresaron en pymol de Citocromo C
por minuto por miligramo de proteinas.

Andlisis morfolégico  mitocondrial:  Se
realizaron cortes finos y se contrastaron con
acetato de uranilo y citrato de plomo a los fines de
ser analizados en microscopio electrénico con
magnificacion de 1000 y 27800 X.

Se realizo un analisis de la morfologia mitocondrial
de muestras obtenidas de miocardio ventricular y
musculo esquelético. Se consideré normal (ver
figura 1.A) a aquellas mitocondrias que no
exhibieron alteraciones en el tamafio ni en la
forma y cuyas crestas mitocondriales presentaban
un ordenamiento armodnico, sin distorsion. Se
considerd6 Grado 1 (ver figura 1.B) a aquellas
mitocondrias que mostraron forma y tamafio
irregular, distorsion de las crestas mitocondriales,
ruptura de crestas (crestdlisis), aumento de la
matriz. Se consider6é Grado 2 (ver figura 1.C) a la
presencia de disrupcion de la membrana
mitocondrial externa, como expresion de dafo
mitocondrial irreversible.

Analisis estadistico: De acuerdo a la naturaleza
de la variable (ANOVA y Test de Fisher para
variables cuantitativas (actividad enzimatica) vy
Chi cuadrado para \variables cualitativas
(morfologia mitocondrial) este ultimo a través de
tablas de contingencia. La cuantificacién
mitocondrial mediante el programa Axiovisién 3.0,
estableciéndose diferencias significativas cuando
p<0.05 para todos los casos.

Resultados

No se observaron alteraciones en |las
mitocondrias de los ratones del grupo 5, sin
tratamiento, (Fig. 1 A). En el miocardio ventricular
de ratones tratados pertenecientes al grupo 1 se
detectaron alteraciones en las mitocondrias como:
crestolisis, dilataciéon de crestas y aumento de
matriz (Fig. 1 B). En los ratones tratados del
grupo 2 se detecto disrupcion de membrana
mitocondrial externa (Fig. 1 C)
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Figura 1. A: Mitocondrias de miocardio ventricular obtenidas de ratones sin tratamiento (Normal) B: Mitocondrias de miocardio ventricular obtenida de

ratones tratados, se observa morfologia alterada (crestolisis, dilatacion de crestas, aumento de matriz) (Grado 1). C: Mitocondrias obtenidas de

miocardio ventricular en ratones tratados, se observa disrupcion de membrana mitocondrial externa (Grado 2).

En la tabla 1 se observan los porcentajes de mitocondrias normales (Normal) de alteraciones leves y
moderadas (Grado1) y de alteraciones severas (Grado 2). El analisis estadistico arrojo diferencias
significativas entre el control y los grupos tratados (p<0,05). En los grupos tratados disminuye
significativamente el porcentaje de mitocondrias sin alteraciones y aumenta el porcentaje de alteraciones
morfoldgicas con respecto al control en todos los grupos tratados. Es de destacar que el grupo 1 vy el

grupo 2 mostraron diferencias significativas (p< 0,05) de mitocondrias sin alteraciones.
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Tabla 1. Porcentaje de modificaciones morfolégicas mitocondriales en musculo cardiaco, Gl a GIV (grupos tratados)

n=25.
CONTROL Gl Gl Glil GIV
NORMAL 50,81% 22,58% 28,26% 7,07% 4,12%
GRADO 1 45,9% 64,51% 60% 64,3% 79,12%
GRADO 2 3,27% 12,9% 11,75% 28,51% 16,62%

Actividad enzimatica en musculo cardiaco: El analisis de la actividad enzimatica mitocondrial del

musculo cardiaco, estudiada a través de la actividad del complejo Il de la cadena respiratoria mostré

un aumento significativo en el grupo 1 con respecto al grupo control no observandose diferencias con
respecto a los demas grupos tratados. (Ver figura 2).
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Figura 2. Actividad enzimatica del complejo Ill de la cadena respiratoria mitocondrial del musculo cardiaco en grupos tratados (Gl a GIV) y V (control). Expresada

en umol de Citocromo C/ minuto/ miligramos de Proteinas. n=25

Area mitocondrial en musculo cardiaco: Como se puede observar en la figura 3 existe un aumento
significativo (p<0,05) de la superficie mitocondrial de los grupos 3 y 4 con respecto al control, los
grupos 1y 2 no arrojan diferencias significativas con respecto al grupo control.
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Figura 3. Porcentaje de area mitocondrial en musculo cardiaco en grupos tratados (Gl a GIV) y V (grupo control). n=25.

Musculo esquelético

Analisis morfolégico mitocondrial

Se observaron diferencias significativas entre el grupo control y los grupos tratados (p<0,05) los cuales
presentan mayor proporcion de alteraciones grado 1 y 2 y menor porcentaje de mitocondrias sin
alteraciones. Nuevamente se destaca que los grupos 1 y 2 muestran un mayor porcentaje de
mitocondrias sin alteraciones (p<0,05) (Ver tabla 2)
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Tabla 2. Porcentaje de modificaciones morfolégicas mitocondriales

tratados) y G V (control).

en musculo esquelético, Gl

CONTROL
G V) Gl Gll Gl GIV
NORMAL 83,33% 62,47% 66,75% 39,49% 9,01%
GRADO 1 16,66% 37,52% 33,25% 57,89% 63,66%
GRADO 2 0% 0% 0% 2,6% 27,32%

a G IV (grupos

Actividad enzimatica en musculo esquelético: El andlisis de la actividad enzimatica del completo IlI
de la cadena respiratoria no mostré diferencias significativas. Los resultados son similares a los
observados en musculo cardiaco. (Ver figura 4).
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Figura 4. Actividad enzimatica mitocondrial del musculo esquelético en grupos tratados (Gl a GIV) y V (control).

Expresada en umol de Citocromo C/ minuto/ miligramos de Proteinas. n=25.

Complejo Il de la cadena respiratoria.

Area mitocondrial en musculo esquelético: Como se puede observar en la Figura 5 el area
mitocondrial esta significativamente aumentada en los Grupos Il y IV con respecto a los grupos |, Il
y al grupo control (V) (p <0,05).
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Figura 5. Porcentaje de area mitocondrial en musculo esquelético de grupos tratados (Gl a GIV) y V (control). n=25.
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Electrocardiograma

Se observé una disminucion significativa (p<0,05) de la frecuencia cardiaca en el G Il (283,33 £ 10
latidos/minuto) con respecto a los demas grupos (450 £ 15 latidos/minuto), no se observaron otra-

modificaciones electrocardiograficas.
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Figura 6. Frecuencia cardiaca (latidos/min) de grupos tratados | a IV y V (controles). n=25

Discusion

La actividad del musculo cardiaco, necesaria para
cumplir su funcién, requiere un importante
desarrollo mitocondrial. Las mitocondrias son
abundantes en el corazon, donde representan el
20-40% del volumen celular, debido a la alta
demanda energética®.

El conocimiento de la relacion entre la disfuncion
mitocondrial y la fisiopatologia de diversas
enfermedades''®, tales como neurodegenerativas
[19] y las enfermedades cardiovasculares®?" es
amplia y permite apreciar el papel significativo que
desempenan estas organelas en el proceso de
salud-enfermedad.

En cuanto a la relacion entre los farmacos
utilizados para patologias cardiovasculares vy
modificaciones  funcionales y  morfolégicas
mitocondriales, los resultados varian, y algunos
muestran efectos claramente de proteccion, tales
como inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina(IECA) a nivel cardiac®?®. Sin
embargo, se mostré que estos efectos en modelos
de hipertension e hipertrofia miocardica y no en los
corazones normales. Se han observado cambios
mitocondriales inducidos por farmacos en estudios
anteriores®” %, Ademas, los resultados anteriores
en nuestra institucion mostraron dafio mitocondrial
mediado por especies reactivas de oxigeno en
pacientes con enfermedad cardiaca crénica en
comparacion con un grupo control®.

En el presente estudio, no se observaron
diferencias significativas funcionales entre los

grupos tratados con medicamentos comunmente
utilizados para la insuficiencia cardiaca y el grupo
control, la actividad de la funcidn mitocondrial,
analizada a través del complejo Il de la cadena
respiratoria, no mostré diferencias significativas en
los grupos tratados en comparacion con el grupo
control, ya sea en el musculo cardiaco o
esquelético. Estos resultados son similares a los
observados con el uso de digoxina®®, a diferencia
de otros estudios, que muestran una disminucién
en la actividad de enzimas cardiacas con el uso de
bloqueadores beta®®. Otro estudio mostré que el
uso de diuréticos (furosemida, hidroclorotiazida)
redujo la actividad mitocondrial a nivel renal®. No
hemos encontrado estudios que analizan el efecto
de los diuréticos a nivel cardiaco y esquelético.
Estos resultados permiten inferir que la actividad
de la enzima se ha modificado ligeramente.

El presente estudio muestra un aumento en el
porcentaje  de modificaciones estructurales
(cristolysis, sus crestas dilatada, la matriz
ampliada, degeneracién hidropica) en las
mitocondrias en comparacion con los grupos
tratados con respecto al grupo de control tanto en
los musculos cardiaco y esquelético. Este aumento
fue mayor en los grupos Il y IV, que recibieron
mas medicamentos. Estos resultados son similares
a los observados en otros estudios, que muestran
el dafo celular y el aumento de la apoptosis
mediada por altas dosis de digoxina®” y el dafio
ultra estructural mediado por nitroglicerina (cuyo
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mecanismo de accion es similar al dinitrato de
isosorbida) relacionado con el aumento de la
produccion de ROS®?. Estos resultados podrian
explicar en parte la mayor proporcion de
modificaciones estructurales en las mitocondrias
en los grupos Il y IV.

Se observd un aumento significativo de la
superficie mitocondrial (p <0,05) en los tejidos
cardiacos y esqueléticos de los grupos tratados
con mas medicamentos (lll y IV). Este fendbmeno

asociado al mayor porcentaje de alteraciones
mitocondriales podria explicar que el
mantenimiento de la actividad enzimatica

mitocondrial se produce a expensas de un
aumento de su area y el mayor porcentaje de
alteraciones de la morfologia mitocondrial en estos
grupos se compensado por un aumento de la zona
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