VNIVERSITAT
DGVALENCIA

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular
030G SENALIZACION CELULAR Y PATOLOGIAS ASOCIADAS

PAPEL DE COX-2 EN LA FISIOPATOLOGIA
CARDIACA

Memoria presentada por
Maria Soledad Alvarez

Para optar al grado de Doctor

Director:
Dra. Marta Casado Pinna

Unidad de Patologia Metabdlica Experimental (UPME)

Valencia, a 26 de Septiembre de 2014






CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
INSTITUTO DE BIOMEDICINA
DE VALENCIA (IBV)

* T GOBERNO
S ‘XQ SEBPANA  OF EconoMiA C s l C
N Y COMPETITIVIOAD

Diia. Marta Casado Pinna, Doctora en Farmacia y Cientifico Titular del Consejo

Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)

INFORMA:
Que Diia. Maria Soledad Alvarez, licenciada en Bioquimica por la Universidad
Nacional de San Luis, ha realizado bajo su direccion el trabajo de Tesis

Doctoral que lleva por titulo “Papel de COX-2 en la fisiopatologia cardiaca’.
Revisado el presente trabajo, expreso mi conformidad para la presentacion del
mismo por considerar que retine los requisitos necesarios para ser sometido a

discusion ante el Tribunal correspondiente, para optar al grado de Doctora.

En Valencia, a 26 de Septiembre de 2014

Dra. Marta Casado Pinna






A Mariano y a mis padres






o e T GOBIERNO  MINSTERIO
b 'S DEESPANA DE ECONOMIA
't 2 Y COMPETITIVIDAD

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

INSTITUTO DE BIOMEDICINA
DE VALENCIA (IBV)

Para la realizacion de esta Tesis, la autora ha disfrutado de una Beca

JAEPre del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

El trabajo se ha enmarcado dentro de los proyectos “Efecto
cardioprotector de las prostaglandinas: papel en la funcién mitocondrial.
(SAF2012-39732)” del Ministerio de Economia y Competitividad, “Papel de la
ciclooxigenasa-2 en la fisiopatologia cardiaca. (SAF2009-12602) del Ministerio
de Ciencia e Innovacién, y la ayuda “Papel de la ciclooxigenasa-2 en la
fisiopatologia cardiaca” (ACOMP/2011/120) de la Conselleria d’educacié de la

Generalitat Valenciana






Agradecimientos

Quizés no haya sido la mejor decision apartarme de la clinica para
adentrarme en la investigacion... Empecé esta etapa lejos de mi gente y mi pais.
Mis ansias por aprender me llevaron ademas, a cambiar de laboratorio y volver
a empezar un proyecto de tesis doctoral en el IBV. Hoy que el tiempo ha
pasado, puedo decir que he aprendido mucho, y también de ciencia. Quiero
agradecer a todas las personas que me han acompafiado porque ellas han hecho
este camino mas facil y dichoso.

En primer lugar quiero agradecer a Marta Casado Pinna, mi directora, por
darme un lugar en su grupo y por la confianza depositada en mi. Trabajar con
libertad es muy productivo para un becario pre doctoral que se estd formando
contando siempre con la tranquilidad de trabajar en equipo.

Quiero agradecer a mi compafiera de laboratorio de todos estos afios,
Carme, por las charlas cientificas y por su buena predisposicion a resolver los
problemas que aparecian y siempre con muchas ganas de enseflar y a Ana, con
la que s6lo compartimos los primeros afios del trabajo de esta tesis pero que
tanto me ensefio y que siempre hizo todo mas alegre. Gracias también para
Carlos “ el veterinario” por las charlas y por su compafierismo.

Agradezco profundamente al Dr. Rodrigue Rossignol y su excelente
grupo, por tanta ciencia por tantas ganas y motivacion. Por todo lo que me han
ensefiado... “jPorque el optimismo hace la vida mas facil!” Muchas gracias

Toni, Mimi y Su.



Agradezco al servicio de extranjeria de la Universidad de Valencia por
simplificar la burocracia de todos estos afios de renovacion del visado de
estudios y permitirme mads tiempo para mis trabajar. A todos... muchas gracias!

Agradezco muy especialmente a todos los que hacen del IBV un lugar
donde vale la pena trabajar. Los pasillos del IBV son una fuente inagotable de
recursos y herramientas para intentar o incluso solucionar problemas. Siempre
recordaré a Gema, Luis, Jordi, Lisa, Elena, Miguel, Ada, Carmen, Raquel,
Belén, Arantxa y Belén. Muchas gracias a Laura. Por supuesto que han sido
imprescindibles en esta tesis todos aquellos que nos permiten trabajar cada dia:
Pili, Ana, Amparo, Raul, Amparo, Pepe, Manolo, Quico, Benito, Mari Luz,
Irene, Ester, Carlos y Maria José.

Agradezco a mis entrafiables vecinos de UGM y UMA por su
compaierismo, por las charlas en la sala de cultivos, donde la balanza analitica
de precision, esperando ascensores y siempre que alguien lo necesitara...Quizas
ellos ni sepan cuan importantes han sido para mi.

Agradezco al Prof. Enrique O’Connor por haberme sumado a su grupo de
trabajo cuando recién llegue a Espafia, serd inolvidable esa primer beca. Ese
grupo de trabajo me acept6 e integrd con mis diferencias... hoy son un preciado
tesoro, hoy Laura, Angie, Sandra, Marta, Carmen y Nuria son mis amigas!

Gracias a mi familia en Espafa, por el dia a dia, por formar un equipo,
por quererme: Martin, Luz Maria, Miquel e Ifiaqui. A Nati. S. y su flia por

tantas navidades “como en casa‘“ por su amistad, apoyo y comprension. Gracias



a Marta, Rebe, Amparo y Alba por darme un hogar y hermosas palabras de
aliento y fuerzas para hacer mas liviana la cuesta de escribir esta tesis.
Agradezco a Amparo y José Juan por su amabilidad y comprension.

Muchisimas gracias a Isa porque su amistad, por estar siempre sin
importar nada, por escucharme.

Quiero agradecer a mis amigos pampeanos o argentinos porque son la
fuerza y el remanso para cumplir mis proyectos.

Siempre han estado presentes con una palabra de aliento, consuelo y
mucha experiencia que enseila mas que aconseja: Luis, Buby y Valeria. Gracias
por escucharme y preocuparse por mi.

Agradezco profundamente a mis padres y a mi hermano por alentarme en
este proyecto de hacer el doctorado tan lejos de casa, por ensefiarme y
mejorarme, por tanto ejemplo. No hubiera llegado hasta aqui, sin su apoyo
incondicional. Agradezco a toda mi familia por aceptar la idea loca del
doctorado y por creer en mi.

Agradezco a Mariano, por las charlas y rigurosas revisiones cientificas,
por el apoyo técnico para poner a punto tantas técnicas, por la pasion por hacer
las cosas bien, por darme mucha felicidad, fuerzas cuando ya no tuve y razones

para cada dia pensar, que lo mejor esta por venir.

Muchas gracias a todos por todo lo que me han ensefiado... el laboratorio

ya tiene su tesis doctoral en COX-2!






Abreviaturas no usuales

Abreviaturas no usuales

AA: Acido araquiddnico

ADNc: ADN complementario

AINEs: Anti inflamatorios no esteroideos

ARE: Elementos ricos en Adenina-Uracilo

mARN: 4cido ribonucleico mensajero

CNV: Cardiomiocitos ventriculares neonatales

CI: Complejo respiratorio I 6 NADH ubiquinona reductasa

CII: Complejo respiratorio 11 6 Succinato deshidrogenasa

CIII: Complejo respiratorio I1I 6 Ubiquinol citocromo ¢ reductasa

CIV: Complejo respiratorio IV 6 Citocromo ¢ oxidasa

CV: Complejo respiratorio CV 6 ATP sintasa

COX: Ciclooxigenasa

hCOX-2 TG: Ratén transgénico con expresion constitutiva de h COX-2 en
corazon

CRE: Elemento de respuesta a cAMP

DFU: 5,5-dimetil-3-(3-fluorofenil)-4-(4-metil-sulfonil)fenil-2(5H)-furanona

EPs: Receptores de PGE,

FCC: Fallo cardiaco congestivo

IAM: Infarto agudo de miocardio

IM: Inhibicién metabdlica

IMF: intensidad media de fluorescencia
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Indo: Indometacina

I-R: isquemia-reperfusion

LACI: Ligacién de la Arteria Coronaria Izquierda
MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible

OXPHOS: Foforilacion oxidativa

PCI: Precondicionamiento isquémico

PGs: Prostaglandinas

PGGg;: Prostaglandina G,

PGH,;: Prostaglandina H,

PGI,: Prostaciclina

PGE,;: Prostaglandina E,

PGES: Prostaglandina E sintasa

cPGES: Prostaglandina E Sintasa citosolica

mPGES: Prostaglandina E Sintasa mitocondrial

PPRE: Elemeno de respuesta al peroxisome proliferator
RE: Reticulo endoplasmico

SOD: Superoxido dismutasa

VDAC: Voltage Dependent Anion Channel o Porina
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Introduccion

1.Prostaglandinas

1.1. Reseiia historica de las Prostaglandinas

La primer descripcion sobre las prostaglandinas data del afio 1930, fue
realizada por parte de los ginecdlgos Kurzrock y Lieb (Kurzrok y Lieb 1930)
que observaron que el semen humano podia contraer segmentos de musculo
uterino. En 1935 Golblatt (Goldblatt 1935) y en 1936 Von Euler (von Euler
1936) en dos trabajos independientes, describen como ciertas sustancias
contenidas en el liquido seminal tenian actividad estimulatoria del musculo liso
(Gtero) y vasodepresora en gldndulas genitales accesorias y semen. Dado que
estos factores estaban contenidos en el liquido seminal, asumieron que debian
haber sido sintetizadas por la glandula prostatica, por lo que las denominaron
Prostaglandinas (PGs).

Mas tarde, Bergstrom y Sjoval aislaron PGE, a partir de homogenados de
vesicula seminal de carnero (Bergstrom y col. 1959). Ya en 1964 se describe
por primera vez el mecanismo de conversion del acido araquidonico (AA) en
prostablandinas (Bergstroem y col. 1964), aunque hasta diez afios mas tarde no
se identifico la enzima responsable de la conversion de acido araquidonico
(AA) en PGG; y PGH,, la ciclooxigenasa (COX), descubierta por Hamber y
Samuelsson (Hamberg y Samuelsson 1974) en sus estudios en vesiculas
seminales; ademds, es Samuelsson quien averigué6 como se sintetizan las

protaglandinas y descubrid su metabolismo (Samuelsson 1972).
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Mas tarde, un cientifico britanico, Sir John Robert Vane descubrio la
Prostaciclina (PGI,), describiendo también sus efectos bioldgicos y la inhibicion
de COX por parte del acido acetil salicilico (Ferreira y col. 1973; Flower y
Vane 1974; Whittaker y col. 1976).

En el afio 1982 le fue entregado el premio Nobel en Fisiologia o
Medicina a Sir John Vane, Sune Bergstrom y Bengt Samuelsson por sus

trabajos en Prostaglandinas.

1.2. Generalidades

Las prostaglandinas actian como mediadores celulares en procesos tales
como inflamacion, coagulacion, regulacion del flujo renal, fiebre y sensibilidad
al dolor. Son sintetizados en la mayor parte de los tejidos del organismo (Funk
2001), no se acumulan en forma soluble ni en vesiculas, siendo de esta forma
liberadas inmediatamente después de ser sintetizadas.

Las PGs tienen una vida media corta y alta potencia, por esto han sido
denominadas hormornas lipidicas (Shimizu y Nakamura 1985)aunque su
mecanismo de accidon actua a distancias cortas, asi sus efectos pueden

desencadenarse de forma autocrina o paracrina (Mbonye y Song 2009).

1.3. Biosintesis de Prostaglandinas

Las Prostaglandinas (PGs) se sintetizan a partir de 4cidos grasos de 20

atomos de carbono (eicosanoides); por su abundancia el precursor mayoritario
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de las PGs en los mamiferos es el acido araquidonico (AA) que se encuentra
esterificado en la posicion S2 de los fosfolipidos de las membranas celulares y
que proviene a su vez del acido linoleico, un 4cido graso esencial que se
encuentra en la carne.

Las enzimas responsables de hidrolizar los enlaces éster de los
fosfolipidos son las fosfolipasas, en particular la fosfolipasa A2 citosolica, que
es la responsable de catalizar la liberacion del AA contenido del
fosfatidilinositol de membrana (Funk 2001) en respuesta a ciertos estimulos
tales como: adrenalina, colageno o trombina.

Las PGs son el producto de las reacciones enzimaticas catalizadas por las

ciclooxigenasas (Hamberg y Samuelsson 1974).

1.3.1. Cicloooxigenasas

Las ciclooxigenasas (COXs), EC 1.14.99.1, también conocidas como
Prostaglandina H Sintasas (PGHS) o Prostaglandina Endoperéxido Sintasas,
son enzimas bifuncionales que catalizan el punto de no retorno
(Chandrasekharan y Simmons 2004), en la biosintesis de los mediadores
celulares derivados del acido araquidonico (Figura 1): Tromboxanos (TXs),
Prostaglandinas (PGs), y Prostaciclina (PGI,).

Se han descrito tres ciclooxigenasas que han sido denominadas: COX-1,
COX-2 y COX-3, siendo consideradas en la actualidad, COX-1 y COX-2 las de

mayor relevancia fisioldgica y patoldgica.
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Acido
Araquidénico

4 )

PGGy CicloOXigenasas

- P
PGH,

Prostaglandinas
sintasas

TX ¢ —— pa—) PGIZ

v
PGs

Figura 1. Esquema representativo de la via de sintesis de las prostaglandinas. En rojo se
muestran las reacciones catalizadas por las COXs.

La primer etapa de la catdlisis comprende la ciclaciéon del acido
araquidonico (AA) para formar el endoperéxido PGG, (Figura 2), etapa que
requiere del aporte de dos moleculas de oxigeno (Smith y col. 1996). Luego,
una reduccion del hidroperoxido de carbono 15 da origen a la PGH, que es la
prostaglandina precursora de todas las demas.

El producto de ambas ciclooxigensas es la PGH, que es convertida a los
diferentes compuestos activos por la accion de diversas enzimas conocidas

como prostaglandina sintasas especificas (Figura 3).
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=\ /= COOH a—
L

ARACHIDONIC ACID

CYCLOOXYGENASE

COXs

PEROXIDASE

PGHs  OH |

Figura 2. Reacciones catalizadas por las COXs [Adaptado de (Smith y col. 1996)].

De este modo, el producto final depende de la accién de cada una de estas
isomerasas especificas y por lo tanto de su presencia. Aunque todos los tejidos
tienen capacidad para sintetizar prostaglandinas, su concentracion varia con el

tipo y cantidad de las isomerasas individuales (Capra y col. 2014).

PGH2
TXS PGIS
cPGES 1 \PGDS
TXA2 mPGES-2| ™ GEST PGI2
PGF2a PGE2 PGD2

Figura 3. Biosintesis de Prostaglandinas. Diferentes compuestos sintetizados a partir de
prostaglandina H, (PGH2).
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Comprender la importancia de la via metabdlica de las COXs resulta
sencillo al conocer los procesos fisiologicos en los cudles intervienen. Entre
éstos se pueden enumerar: el mantenimiento de la mucosa gastrica, la
agregacion plaquetaria, el balance electrolitico, la respuesta inflamatoria, el
mantenimiento del tono vascular, la fiebre o la sensibilidad al dolor. Sin
embargo, resulta especialmente clarificador saber cuales son las utilidades de
inhibirlas. Sus inhibidores se utilizan como drogas anti-inflamatorias no
esteroideas (AINESs), antipiréticas y analgésicas, y algunos de ellos son tan

populares como la aspirina, el ibuprofeno o la indometacina.

1.3.2. Caracteristicas de la expresion de COX-1 y COX-2

Si bien catalizan la misma reaccién y, como se desarrollard mas adelante,
presentan muchas semejanzas estructurales, las COXs difieren enormemente en
su expresion y regulacion (Kang y col. 2007).

COX-1 se expresa en la mayoria de los tejidos de forma constitutiva y es
responsable de funciones homeostaticas tales como: mantenimiento de la
mucosa gastrica, el control de la agregacion plaquetaria, el balance electrolitico
y la circulacion renal. Por otro lado, COX-2 es indetectable en condiciones
normales en casi todos los tejidos pero su expresion puede aumentar
rapidamente ante diferentes desencadenantes como patdgenos, oxido nitrico,
irradiacion, citosinas, factores de crecimiento o promotores tumorales. Por tal

motivo ha sido denominada “isoenzima inducible”. Esto es asi en la mayoria de
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los tejidos, sin embargo, se debe tener en cuenta que COX-2 presenta una
expresion basal en cerebro (Yamagata y col. 1993), testiculos (Simmons et al.,
1991), epitelio traqueal (Walenga y col. 1996) y en la region de la macula densa
de los rifiones (Harris y col. 1994).

La sintesis aberrante de prostanoides debida a una expresion anormal de
COX-2 ha sido descrita en diversas patologias tales como inflamacion cronica
(Zhang y col. 1997), fiebre (Samad y col. 2001), angiogénesis (Leahy y col.
2002) o carcinogénesis (Sinicrope 2006).

De este modo, se plantea que COX-1 y COX-2 tienen distinto tipo de
expresion (continua vs. inducida-transitoria) y que la regulacion de COX-2
asegura una expresion elevada pero transitoria. Se han descrito numerosos
mecanismos a nivel transcripcional, post-transcripcional y post-traduccional que

aseguran el control y por consiguiente, una expresion finita de COX-2.

1.3.3. Estructura génica de las ciclooxigenasas

El gen de la COX-1 tiene un tamafio cercano a 22 Kb, se localiza en el
cromosoma 9q32 - q33.3 en humanos y estd integrado por 10 intrones y 11
exones, su ARN mensajero tiene 2,8 Kb y sus variantes poliadeniladas 4,5 y 5,2
Kb.

Por otro lado, el gen de COX-2 tiene un tamafio de 8 Kb se situa en el
cromosoma 1q25.2 - q25.3 tanto en ratones como en humanos y esté constituido

por 9 intrones y 10 exones. El ARN mensajero de COX-2 tiene una extension
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de 4,5 Kb y sus variantes poliadeniladas de 4 y 2,8 (Chandrasekharan y
Simmons 2004).

En el afio 2002 el grupo del Dr. Daniel Simmons describi6 la existencia
COX-3 como una nueva isoforma en la corteza cerebral canina
(Chandrasekharan y col. 2002). En este trabajo se sugiere que por splicing
alternativo, el gen COX-1 canino genera diferentes variantes de ARN
mensajero: COX-3, COX-1 y dos COX-1 parciales denominadas proteinas
PCOX-1 (PCOX-1a y PCOX-1b). El ARN mensajero de la COX-3 es idéntico
al de COX-1 pero manteniendo el intron 1; asi a nivel de proteina, COX-3
presenta una insercion de 30-34 aminodcidos dentro del péptido senal
hidrofébico. La proteina COX-3 no seria relevante en humanos, ya que el intron
1 humano presenta un nucleédtido de diferencia con respecto al canino, que
produce un cambio en el marco de lectura, lo que provoca la imposibilidad de
dar lugar a una proteina COX-3 catalitica (Kis y col. 2005).

El promotor del gen de COX-1 es un promotor tipico de los genes
implicados en las funciones de mantenimiento del organismo en condiciones
basales. Se caracteriza por la ausencia de caja TATA y caja CAAT (Figura 4),
es rico en GC, contiene multiples sitios de inicio de transcripcion y varios sitios
SP1 siendo los mas importantes el -610 y -111 (Wang y col. 1993; Xu y col.
1997).

El promotor de COX-2 en su region 5” presenta elementos regulatorios de

tipo “cis-activantes” entre estos (Figura 4): E-box, elemento de respuesta a
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cAMP (CRE), NF KB, AP-1, proteina de union al enhancer CAAT o elemento
de respuesta a receptores activados por Proliferador de Peroxisomas (PPRE).
Ademas, la transcripcion de COX-2 est4 controlada también por metilaciones y

acetilaciones (Yue y col. 2011).

Promotor de COX-1

N N
GATA R NF- IL6 R I >

a2 a2 No TATA
vg Myb v?
Promotor de COX-2
2 2 &
8 R ® &
NF- xB NF- xB NF-IL6 TATA

Figura 4. Esquema de los Promotores de COXs. Se puede observar la ausencia de la
caja TATA en el promotor de COX-1 presente en el de COX-2.

La vida media del ARN mensajero de COX-2 es muy corta, de
aproximadamente 5 horas, comparada con la correspondiente a COX-1 que es
mayor de 24 horas (Mbonye y Song 2009). La estabilidad del ARN mensajero
de COX-2 esta sometida a, por lo menos, dos mecanismos descritos: por un
lado a la presencia de Elementos Ricos en Adenina-Uracilo (del inglés AREs)
en el extremo 3’ de la region UTR que facilitan su degradacion y, por otro, a la
existencia de dos micro acido ribonucleico (miARN) que son pequeias

moléculas de ARN de 19 a 22 nucledtidos no codificantes, codificadas en el
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genoma celular y que se unen a la region 3'UTR del ARN mensajero de COX-2
y provocan su silenciamiento traslacional o degradacion. Se han descrito dos
para COX-2 y son: miR-101a y miR-199a.

Otro determinante en la estabilidad de COX-2 es la existencia de una
secuencia de 19 aminoacidos (Asn594-Lys612), proxima al extremo C-terminal
de la proteina que confiere un sitio extra de glicosilacion, ausente en COX-1
(Figura 5). Este punto de glicosilaciéon se suma a los otros tres que también
presentes en COX-1 y aumenta la velocidad de degradacion por el proteosoma
26s. Cuando se inserta este sitio de 19 aminoacidos en la secuencia de COX-1,
ésta se vuelve mas sensible a la degradacion, mientras que si se muta este
dominio en COX-2, se estabiliza la proteina aumentando su vida media
(Mbonye y Song 2009; Mbonye y col. 2006). Por otra parte, se ha comprobado
que la proteina COX-2 es mas susceptible a ser degradada por
poliubiquitinacién (Rockwell y col. 2000), ya que mediante un inhibidor o
disrruptor de la degradacion por proteosoma se encontré la acumulacion de
COX-2 y sus formas poliubiquitinadas en las células que no se observo para

COX-1.

1.3.4. Estructura proteica de COX-1y COX-2

Las ciclooxigenasas (COXs) son proteinas homodiméricas de entre 70 y
74 kDa de peso molecular segun su estado de glicosilacion, que se localizan en

el reticulo endoplasmico y en la region perinuclear.
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Presentan cuatro dominios (Simmons y col. 2004) (Figura 5):

Dominio péptido sefial (Animo terminal) es el responsable de dirigir
la proteina a su localizacion final. En COX-1 tiene una longitud de
22 a 26 aminoacidos con un nucleo altamente hidrofobico
compuesto por cuatro o mdas leucinas o isoleucinas mientras que en
COX-2 tiene 17 aminoacidos y menor hidrofobicidad. La
traslocacion de COX-1 es mas eficiente que la de COX-2.

Dominio de dimerizacion (dominio tipo EGF) tiene 50 aminoécidos
de longitud y permite la formacidon de puentes disulfuro, puentes
salinos e interacciones hidrofobicas. Tres puentes disulfuro
mantienen unidos estos segmentos del homodimero y un cuarto
puente mantiene la conformacion de este segmento al dominio
catalitico

Dominio de unién a membrana (dominio MBD) presenta cuatro
hélices anfipaticas que anclan la proteina a la cara luminal de la
bicapa lipidica. Este dominio también forma la apertura (boca) del
canal hidrofobico que es el sito activo con funcién ciclooxigenasa.
Dominio catalitico (dominio globular-catalitico-extremo carboxilo
terminal) representa el 80% de la proteina, tiene dos sitios cataliticos
uno con actividad peroxidasa que tiene coordinacidén con un grupo
hemo y el otro con actividad ciclooxigensa. Los dos sitios cataliticos

estan fisica y funcionalmente separados.
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Asn68 Asn144 Asn410

RPPTEL coox
COX-1 Péptido sefal EGF MBP Dominio catalitico e

Asn6T Asn144 Asnd10 Asn594

| I | ERSTEL coox
EGF MBP Dominio catalitico

COX-2 Péptido sefial

humano
ratén
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Figura 5. Comparacion de los dominios funcionales de COX-1 y COX-2. Se ha
asignado un color diferente a cada uno de los dominios comunes entre las dos variantes
de COX. Se muestra la secuencia de un motivo del extremo C-terminal de COX-2
(residuos 594-612 de la proteina humana) de varias especies que contiene un sitio de
glicosilacion que no esta presente en COX-1. Adaptado de (Simmons y col. 2004)

Un residuo de arginina (Argl120) del sitio con actividad ciclooxigenasa
en COX-1 forma parte del sitio de union para el sustrato y también para los anti
inflamatorios no esteroideos (AINEs), sin embargo este sitio no es esencial en
COX-2 (Rieke y col. 1999). Una diferencia crucial entre la estructura de COX-1
y COX-2 es la sustitucion de la I1e523 en COX-1 por una valina en COX-2, que
provoca una mayor apertura de COX-2 y que la vuelve mas accesible a los
inhibidores especificos de COX-2 (Kurumbail y col. 1996) (Figura 6).

COX-2 es una enzima menos especifica ya que puede reaccionar
con los endocannabinoides: araquidoniletanolamida y 2 araquidonilglicerol
oxidandolos para dar productos tipo-prostanoides (Kozak y col. 2000). Ademas,
utiliza estos endocannabinoides tan eficientemente como el acido araquiddnico

y sus productos pueden ser sustratos de las demés isomerasas.
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COX-1 COX-2
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Figura 6. Esquema representativo del cambio estructural del sitio activo entre COX1 y
COX-2. (Extraido de la serie de actualizacion profesional, J. M. Chaverri, Universidad
de Costa Rica, 2004).

Las caracteristicas enzimaticas de COX-1 y COX-2 son muy similares.
Asi encontramos que ambas tienen valores de consumo de sustrato por unidad
de tiempo por mol de dimero de aproximadamente 3500 (Barnett y col. 1994;
Kulmacz y col. 1994), una K,, para acido araquidonico de 5 uM (Barnett y col.
1994; Laneuville y col. 1994) y para O, de 5 uM (Lands y col. 1978). En tal
sentido, la mayor parte de los residuos cataliticos estan conservados en ambas y
sus estructuras son esencialmente superponibles (Smith y col. 1996). Esto
concuerda con que COX-1 y COX-2 presentan un 60 % de identidad en su
estructura primaria (Kurumbail y col. 1996; Xiao y col. 1998; Yuan y col.

2006).

1.4. Isoformas de PGES

La transformacion de PGH, en PGE, es catalizada por la enzima

Prostaglandina E Sintasa (PGES) (EC 5.3.99.3), que presenta tres isoformas:
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una isoforma citosdlica denominada cPGES y dos isoformas de membrana:
mPGES-1 y mPGES-2.

Segun la preferencia por PGH, de estas enzimas, es posible clasificarlas.
Asi, mPGES-1 usa PGH; procedente de COX-2 mientras que cPGES usa como
sustrato PGH, producida por COX-1 y, por ultimo, mPGES-2 es capaz utilizar
indistintamente PGH, proveniente de cualquier COX (Samuelsson y col. 2007).

A nivel subcelular, mPGES-1 se encuentra en la region perinuclear y en
el reticulo endoplasmico, al igual que COX-2 (Lazarus y col. 2002; Murakami y
col. 2003; Murakami y col. 2000).

El hecho de que mPGES-1 y COX-2 estan correguladas, colocalicen y
que estén metabdlicamente emparejadas indica la importancia de la fina
regulacion de la produccion de PGE, especialmente en el ajuste de vias

conflictivas (Samuelsson y col. 2007).

1.5. Transporte y degradacion de las prostaglandinas

Después de ser sintetizadas las prostaglandinas (PGs) difunden a través
de la membrana plasmatica celular hasta el medio extracelular. Este
comportamiento tiene principalmente dos causas: la primera es que las PGs son
aniones a pH fisiologico (Schuster 1998). Como el voltaje dentro de la célula es
unas 20 veces mas negativo que el del exterior, la tendencia es a salir de la
célula que las sintetizd. La segunda es consecuencia de que la concentracion de

PGs dentro de la célula es mayor que fuera por tanto se favorece su salida.
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La magnitud de los efectos de las PGs no so6lo depende de su sintesis,
sino también de su degradacion. El tiempo transcurrido hasta que son
catabolizadas in situ suele ser del orden de segundos a minutos evitandose asi
que puedan alcanzar la circulacion general (Ferreira y Vane 1967; Piper y col.
1970; Samuelsson 1972). El responsable de la captura de las PGs hacia el
interior celular para poner fin a la estimulacion de los receptores, ha sido
identificado y denominado: Transportador de Prostaglandinas (PGT,
SLCO2AT1) (Kanai y col. 1995). Asi, las PGs son re-incorporadas a las células
para ser oxidadas e inactivadas por el enzima 15-hidroxi-prostaglandina
dehidrogenasa (PGDH), que inhabilita a la PG a unirse a su receptor (Nomura y

col. 2004; Schuster 2002).

1.6. Receptores de Prostaglandinas

Estudios bioquimicos han demostrado que las acciones de la mayoria de
los prostanoides (PGD,, PGE,, PGF,, , PG, o prostaciclina y TXA; o
Tromboxano) estan mediadas por receptores de membrana acoplados a proteina
G, de siete dominios transmembrana. Cada uno de estos receptores esta
codificado por un gen diferente y estdn altamente conservados en mamiferos,
incluso las variantes de corte y empalme alternativo que se han descripto para
los receptores EP3, FP (PGF,,) v Tp (Tromboxano A) s6lo divergen en el

extremo C-terminal (Narumiya y FitzGerald 2001; Narumiya y col. 1999). Los
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efectos de estos receptores de prostanoides pueden cambiar en funcién de la
concentracion y de la estructura del ligando (Narumiya y FitzGerald 2001).

En el caso particular de las Prostaglandinas (PGs) se han identificado al
menos ocho receptores: dos receptores para PGD, (DP1 y DP2) (Hirai y col.
2001; Monneret y col. 2001), cuatro subtipos de receptores para PGE, (EPI,
EP2, EP3 y EP4; Figura 7) (Sugimoto y Narumiya 2007), un receptor para
PGF,, (FP) y un receptor para PGI, (IP) (Narumiya y FitzGerald 2001).

Los receptores IP, DP1, EP2 y EP4 median un aumento de cAMP (Figura
7) y han sido denominados “receptores de tipo relajante”, mientras que el grupo
integrado por los receptores TP, FP y EP1 que estdn asociados a G4 (Figura 7) y
activan el metabolismo del fosfatidil inositol e inducen la movilizacién de
calcio, se denominan “receptores de tipo contractor” (Ricciotti y FitzGerald
2011). Las isoformas de TP activan la enzima fosfolipasa y ademas TP,
estimula la adenilato ciclasa, en tanto que TPg la inhibe. Ademas en el caso de
FP, puede estar asociado a la proteina Rho unida a proteina G pequefia por via
independiente de G

El receptor DP2 pertenece a un subgrupo diferente y se lo considera
miembro del subgrupo de receptores quimioatractantes (Hirai y col. 2001;
Monneret y col. 2001). Esta asociado a proteina G inhibitoria (G;) que inhibe la
sintesis de cAMP y aumenta la concentraciéon de Ca®" intracelular (Ricciotti y

FitzGerald 2011).
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El receptor EP3 (Figura 7), antiguamente denominado ‘“receptor
inhibitorio” puede unirse a proteina G; o a proteina G12 disminuyendo los
niveles intracelulares de cAMP, aumentando la concentracion de Ca®* y
activando la proteina Rho asociada a una familia de proteinas G pequenas

(Hatae y col. 2002; Narumiya y FitzGerald 2001; Ricciotti y FitzGerald 2011).
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Figura 7. Esquema sintético del metabolismo de PGE,. Se indican los cuatro subtipos de
receptores para PGE, (pentagonos), las proteinas G a las que estan asociados
(hexagonos grises) y la sefial intracelular que disparan.
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2. COX-2 en la fisiologia cardiaca

El infarto agudo de miocardio (IAM) es una causa importante de muerte
en paises desarrollados (Figura 8§, OMS) y es debido mayoritariamente a la
oclusiéon aguda de arterias coronarias provocada por trombos. El mecanismo
patofisiologico del IAM es el dafio ocasionado durante la isquemia y la
reperfusion (I-R). Durante la isquemia, hay una profunda caida en el ratio
ATP/ADP y un incremento en la concentracién de fosfato inorgénico que
estimulan la sintesis de ATP a través de la glucolisis causando un aumento del
acido lactico y por consiguiente, una caida del pH intracelular. Esto activa el
anti transportador Na'/H" cargando a la célula con Na' que no puede ser
bombeado por la Na'/K" ATPasa porque los niveles de ATP son bajos. Esto
provoca que el anti-transportador Na'/Ca®" cargue las células con Ca*"
incluyendo las mitocondrias. En la reperfusiéon, cuando se renueva el flujo
sanguineo, el oxigeno suministrado junto con una disminuida actividad en la
cadena respiratoria, provocan la formacién de especies reactivas del oxigeno
que llevan a la muerte celular. Podemos finalmente decir que la principal
consecuencia en la isquemia de miocardio es la crisis energética, mientras que
en la reperfusion el acontecimiento mas relevante y perjudicial es la producciéon
de especies reactivas del oxigeno llevando a la muerte celular por apoptosis o

necrosis (Gottlieb 2011).
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Durante los episodios de I-R, ha sido descrita la sintesis de mediadores

celulares tales como oxido nitrico, adenosina, endotelina y COX-2 (Schror y

col. 1998; Xiao y col. 2004).
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Figura 8. Principales causas de muerte entre 2000 y 2012. Datos oficiales de la ONU

(http://www.who.int/)

La funcion de COX-2, en el sistema circulatorio estd sujeta a un debate

complejo. A nivel vascular, se ha encontrado una expresion aumentada de

COX-2 en placas ateroscleroticas en casi todos los estadios y tipos celulares en

humanos. Ademas, la expresion de COX-2 acelera la ruptura de la placa

aterosclerdtica (Baker y col. 1999; Egan y col. 2005; Schonbeck y col. 1999).

También ha sido descrito que la Prostaciclina o PGI,, tiene un efecto atero -

protector en hembras de raton a través del receptor de estrogenos (Egan y col.

2004).
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En cuanto a la expresion de COX-2 en corazén, se ha determinado que no
se expresa en el miocardio sano y que su expresion es inducida en respuesta a
situaciones de estrés o agresion tales como la isquemia (Abbate y col. 2006).
Tampoco se encuentra en cardiomiocitos fetales (Goren y col. 2004). Sin
embargo, su expresion estd presente en cardiomioblastos neonatales donde junto
a COX-1 median el cierre del ductus arteriosus, vaso que transporta la sangre
oxigenada de la placenta al feto, un proceso de vital importancia después del
nacimiento (Yu y Funk 2007). Por tanto, la expresion de COX-2 est4 limitada a
estados de desdiferenciacion y de estrés.

Un estudio pionero sobre el efecto de la deficiencia de las
ciclooxigenasas en episodios de isquemia-reperfusion fue el realizado por
Camitta y col. en el afio 2001 (Camitta y col. 2001), donde, mediante la
utilizacién de ratones deficientes en COX-1 (COX-1-/-) o COX-2 (COX-2-/-) y
ratones silvestres (WT), tratados a distintos tiempos con indometacina (Indo)
con el fin de conseguir una inhibicion quimica de las COXs. Los autores
concluyeron que tanto la manipulacion génica como la quimica de larga
duracién (dos dias) aumentaban el dafio causado por isquemia—reperfusion. Sin
embargo, en la perfusion de corta duracion de ratones WT con Indo durante 40
minutos no se observo dafio y la recuperacion de la funcién cardiaca fue casi
completa (Figura 9).

Basados en la observacion de que el tratamiento en ratones silvestres con

Indo durante 40 minutos antes de la isquemia y mantenido durante la fase de
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reperfusion no causaba un efecto perjudicial en la recuperacion de la capacidad
cardiaca, mientras que la inhibicion cronica si lo hacia, los autores plantean que
la proteccion no estd mediada por la generacion de metabolitos de las COXs
durante la isquemia o la reperfusion y que tampoco estd mediada por la
presencia de metabolitos de vida media corta en el comienzo de la isquemia

[Figura 9, (Camitta y col. 2001)].
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Figura 9. Porcentaje de recuperacion de la presion en el ventriculo izquierdo con
respecto a los valores basales previos a la isquemia. WT y WT con tratamiento de 40
minutos (WT Indo perfused) con inhibidores de COXs presentan mejores valores de

recuperacion. La inhibicion genética o quimica de larga duracion (WT Indo preteated)
impide la recuperacion de forma significativa (Camitta y col. 2001).

Resulta interesante el estudio de Saito y col. en ratas sometidas a ligacion
de la arteria coronaria izquierda (LACI) (Saito y col. 2004), donde se describe
que tanto en infarto de miocardio (IM) como el fallo cardiaco congestivo
(FCC), la inhibicién de COX-2 mejora la funcion cardiaca (Figura 10). En este
trabajo se compara el efecto de la aplicacion de un inhibidor selectivo de COX-
2, el 5,5-dimetil-3-(3-fluorofenil)-4-(4-metil-sulfonil)fenil-2(5H)-furanona

(DFU) y el efecto del tratamiento con aspirina en dosis baja (1 mg/Kg/dia) y en
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dosis alta (25 mg/Kg/dia) con respecto al grupo control (que fue sometido a la
misma intervencion quirdrgica pero sin ligacion) y al grupo vehiculo (sometido
a la cirugia completa y tratamiento con aplicaciones de una solucion vehiculo
de nitrocelulosa) (Figura 10). El tiempo de tratamiento fue de 3 meses. Los
autores concluyen que la inhibicion selectiva de COX-2 mejora de manera
significativa la funcion cardiaca y reduce el tamafio de la zona infartada en un

modelo de IM y FCC (Saito y col. 2004).
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Figura 10. Valoracion del area infartada después de un tratamiento de I-R. El
tratamiento con el inhibidor especifico de COX-2, DFU, significativamente reduce el
tamafio del area infartada. No se encuentran diferencias entre los tratamiento con
aspirina de baja (L-ASA) o de alta (H-ASA) dosis y el grupo sin inhibidor (Saito y col.
2004).

En concordancia con estos resultados, donde la expresion de COX-2
parece ser prejudicial en la fisiopalologia cardiaca, se encuentran los trabajos
del grupo del Dr A. Abbate (Abbate y col. 2007; Abbate y col. 2004; Straino y
col. 2007). En el afio 2004, este autor publicé un trabajo en el que evaluo la
expresion de COX-2 mediante inmunotincién especifica en 23 muestras

humanas de miocardio de pacientes que murieron entre 10 y 60 dias después de
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un infarto de miocardio (Abbate y col. 2004). Encontraron que cerca de un 40%
de los casos presenta tinciéon positiva para COX-2 en infarto de miocardio
agudo, y que esta expresion se asocia a una alta tasa de apoptosis (Figura 11).
Posteriormente este grupo, ha descrito que el uso del inhibidor selectivo de
COX-2, Parecoxib, reduce significativamente la pérdida de cardiomiocitos por
apoptosis en infarto agudo de miocardio en ratones y ratas (Straino y col. 2007)
y que mejora la funciéon del corazon en el fallo cardiaco crénico en ratas

(Abbate y col. 2007) (Figura 12).
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Figura 11. Relacion entre la expresion de COX-2 en muestras humanas de infarto de
miocardio y porcentaje de apoptosis (Abbate y col. 2004).

Por otro lado, los trabajos de la Dra. M. C. LaPointe y sus colaboradores
han abarcado el estudio de COX-2 en el tejido cardiovascular desde diferentes
aspectos. En un estudio realizado en cultivo primario de cardiomiocitos
ventriculares neonatales (CVN) de rata han encontrado que PGE, tiene efecto
hipertréfico sobre cardiomiocitos y que en éstos co-localizan COX-2 y mPGES-

1 perinuclearmente (Mendez y LaPointe 2002).
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Figura 12. Porcentaje de apoptosis después de un infarto agudo de miocardio (en inglés
AMI) en ratas sin tratamiento (Sham- operated), tratadas con solucion salina (AMI
Saline-treated) o tratadas con el inhibidor de COX-2, Parecoxib (AMI Parecoxib-
treated) (Abbate y col. 2007).

En el afio 2004, este grupo publicdé un estudio en ratones sometidos a
ligacion de la arteria coronaria descendiente anterior izquierda, seguido por una
recuperacion de 48 hs y finalmente tratados con el inhibidor selectivo de COX-
2, NS-398, durante dos semanas (LaPointe y col. 2004). De acuerdo a los
resultados obtenidos, los autores concluyen que COX-2 juega un rol dafiino en
el corazon después de un infarto de miocardio causado por una oclusion cronica
de la arteria coronaria. Asi, el infarto induce la expresion de COX-2, que
aumenta la concentracion de PGE,, el contenido de coldgeno y la hipertrofia
cardiaca disminuyendo la funcién cardiaca (Figuras 13 y 14). La inhibicién
selectiva de COX-2 revertia estos efectos (LaPointe y col. 2004). Un estudio
posterior llevado a cabo por el mismo grupo en cardiomiocitos de ratones
deficientes en el receptor EP4 de PGE,, mostré que estos ratones no presentan
diferencias de pardmetros ecocardiograficos con respecto al grupo control. Sin

embargo, cuando son sometidos a ligacidon coronaria, no presentan diferencias
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en el tamafio del infarto, tras la repeticion de la ecocardiografia dos semanas
mas tarde, pero muestran una reducida remodelaciéon y funcién cardiaca.
También se ha descrito un aumento en la expresion de STAT3 en los ratones
control que se relaciona con la proteccién en dafo isquémico pero no en los

deficientes para EP4 (Qian y col. 2008).
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Figura 13. Graficas del volumen del ventriculo izquierdo, en sistole (LVDs) y en
diastole (LVDd) después de un infarto de miocardio en grupo control (MI/Cont) y en
grupo con tratamiento inhibidor de COX-2 (MI/NS). El grupo “Sham” muestra los
valores debidos al procedimiento quirtirgico sin la ligacion. EI IM aumenta los valores
de LV y el tratamiento de inhibicion los reduce significativamente en LVDs (LaPointe y
col. 2004).

Entre muchos otros trabajos de este grupo, he considerado relevante
comentar que en un modelo animal deficiente de mPGES-1 han referido una
disminucion en la funcion cardiaca seguida a una infusién de Angiotensina II
(Harding y col. 2011), y estudiando los fibroblastos cardiacos, han descrito que
PGE, ejerce una accion estimuladora de su crecimiento y de la matriz
extracelular que llevaria a una disminuciéon de la capacidad de contraccion

mediada por los receptores EP1 y EP3 (Harding y LaPointe 2011).
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Figura 14. Porcentaje del colageno depositado en el area infartada. Se observa un menor
contenido de colageno en el grupo que recibid un tratamiento inhibitorio de COX-2
(LaPointe y col. 2004).

Los trabajos del Dr. Roberto Bolli han transformado la cardiobiologia, en
especial la observacion de que el miocardio tiene “memoria relacionada a la
isquemia” (Bolli 2007), este fendémeno denominado “Precondicionamiento
Isquémico” (PCI) fue descrito por primera vez en el afio 1986 por Charles
Murry (Murry y col. 1986). El PCI consiste en que cortos y moderados
episodios de isquemia confieren al miocardio una mayor resistencia ante
episodios de isquemia de mayor intensidad. Es un mecanismo de proteccidén
endégeno que consta de dos fases: una temprana que transcurre muy
rapidamente, en los primeros minutos desde el estimulo y no se prolonga mas
de 1 6 2 horas, y una tardia que se desarrolla lentamente, requiere de 6 a 12
horas extendiéndose hasta 3 6 4 dias.

Dentro de los estimulos que desencadenan la fase tardia del PCI se
encuentran: el 6xido nitrico, las especies reactivas del oxigeno, los agonistas
opioides y la adenosina (Bolli 2007). Estos agentes causan la activacion en

cascada de un complejo mecanismo que incluye protein kinasa C (PKC),
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Src/Lck tirosina quinasas, quinasas 1 y 2 activadoras de Janus (JACK 1 /2), que
activan factores de transcripcion tales como NF-KB, STAT1 y STAT3 que
finalmente conducen a la activacién de genes con efectos cardioprotectores
como oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), COX-2 y superoxido dismutasa
(SOD).

iNOS fue el primer intermediario descrito en PCI. Dentro de los
mediadores inducidos por iNOS para aumentar la resistencia celular después de
un episodio de isquemia-reperfusion se incluyen: la inhibicion del ingreso
celular de calcio, antagonismo a la estimulaciéon B adrenérgica, reduccion de la
demanda de oxigeno miocéardica, apertura de los canales sarcolémicos o
mitocondriales de ATP sensibles a potasio, accion antioxidante, activacion de la
sintesis de COX-2 y su consecuente produccion de prostanoides
cardioprotectores. En ausencia de iNOS, la fase tardia de precondicionamiento
isquémico no se produce (Guo y col. 1999).

Un estudio puntero publicado por el grupo del Dr. Roberto Bolli en 2003
ha facilitado la comprension global del proceso de precondicionamiento
isquémico. En éste se utiliza la terapia génica con iNOS (oxido nitrico sintasa
inducible) en ratones para estudiar los efectos de esta enzima en los dafios
provocados por la isquemia (Li y col. 2003). La fase experimental consistia en
inyectar en la pared ventricular izquierda del miocardio, el vector adenoviral 5
(Ad5) al que previamente se le habian eliminado las regiones E1, E2a y E3

volviéndolo mas seguro por su reducido potencial transformante de células y
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que contenia la secuencia de iNOS. Para el estudio se dividieron los animales en
cinco grupos: un grupo 1 o control de cirugia que fue operado aunque no se le
realizd la oclusion coronaria con posterior reperfusion; un grupo 2 que fue
tratado 30 minutos antes de la cirugia de oclusion-reperfusion con seis ciclos de
4 minutos de isquemia, seguidos de 4 minutos de reperfusion, para provocarles
precondicionamiento isquémico (PCI). Los grupos 3, 4 y 5 fueron inyectados
tres dias antes de la cirugia de oclusion-reperfusion con las siguientes
soluciones: grupo 3, soluciéon vehiculo; grupo 4 solucion con virus indicador
(Ad5/LacZ); y grupo 5 solucién con Ad5-iNOS. Para completar el estudio, los
grupos 6 y 7 recibieron la inyeccion con virus indicador o con AD5-iNOS tres
dias antes de la oclusion-reperfusion y 30 minutos antes de la oclusion se les
suministré via intraperitoneal el inhibidor selectivo de COX-2 NS-398 a razon
de 5 mg/kg para analizar la funcién de COX-2. Los resultados se grafican en
funcion del porcentaje del tamafo de la lesion isquémica respecto al area de
riesgo (Figura 15).

Los autores concluyen que iNOS es suficiente para iniciar el PCl y que lo
consigue mediante la estimulacion de la sintesis de COX-2, ya que el daiio en el
miocardio posterior al tratamiento de inhibicion tiene practicamente la misma

magnitud que para el grupo AD5-Lacz.
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Figura 15. Tamafio del infarto en tratamiento con precondicionamiento isquémico (PCI)
y en terapia génica con iNOS. El resultado obtenido en terapia génica es similar al
conseguido mediante PCI y es revertido mediante tratamiento de inhibicion selectivo de
COX-2 (Liy col. 2003).

Avanzando en este sentido de pensamiento en donde COX-2 podria
mediar una funcién protectora del miocardio, un estudio de Xiao y col. revelan
que PGE, confiere proteccién a la isquemia mediante su receptor especifico
EP4 (Xiao y col. 2004). Para este trabajo se compararon dos sistemas de
simulacion de infarto: uno in vivo con cirugia cardiovascular de oclucion-
reperfusion y otro in vitro mediante el método de Langerdoff en el cual el
corazon es canulado y perfundido con distintas soluciones. Este sistema es
independiente de los efectos de la circulacion sanguinea. Los autores estudiaron
la funcion de EP4 en un modelo de raton transgénico deficiente para tal subtipo

de receptor (EP4-/-) comparado con ratones no transgénicos y mediante

tratamiento con el agonista de EP4, 4819-CD (Figura 16).
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Figura 16. Tamaifio del infarto tras el tratamiento con agonistas especificos de EP4 en
ratones WT y ratones deficientes en EP4 -/-. Con la aplicacion del agonista de EP4 en el
grupo WT se observa una disminucion significativa el area infartada. El grupo EP4 -/-
presenta un area dafiada significativamente mayor que el grupo WT (Xiao y col. 2004).

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que hay un
importante aumento del dafio producido por la isquemia en los ratones que no
expresan EP4 tanto in vivo como in vitro (Xiao y col. 2004). Asimismo la
aplicacion exoégena de un agonista de EP4 muestra una potente accion
protectora del miocardio.

De acuerdo con lo expuesto en esta seccion sobre los efectos beneficiosos
de COX-2 en la respuesta al infarto de miocardio (IM), resulta valioso comentar
el trabajo de Timmers y col. en el que utilizan como modelo experimental el
cerdo, que posee muchas similitudes cardiovasculares con los humanos
(Timmers y col. 2007). Los autores investigaron los efectos de la inhibicion
selectiva de COX-2 durante seis semanas posteriores a un IAM. Dicha

inhibicion provocaba un debilitamiento de la pared del miocardio y por tanto un
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ventriculo izquierdo dilatado, originado en la pronunciada disminucién en el
espesor de la pared debido a que la densidad del coldgeno del miocardio era
menor en el area infartada de los animales que recibieron el tratamiento (Figura
17). Encontraron, ademas, que la funcidn sistolica estaba severamente dafiada
en este grupo. Estos descubrimientos correlacionaron muy bien con la alta tasa
de mortalidad de este grupo causada por la rotura del ventriculo izquierdo y por

fallo cardiaco congestivo.
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Figura 17. Deposito de colageno en el area infartada posterior a I-R. Se observa una
disminucion significativa en el deposito de colageno de la zona infartada (Infarct) con el
tratamiento con el inhibidor para COX-2 (Timmers y col. 2007).

3. Antecedentes de la expresion constitutiva de

COX-2 en corazon
Entre los numerosos estudios existentes sobre el papel de la enzima

COX-2 en el plano cardiovascular y de los prostanoides por ésta sintetizados,
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faltaba uno bésico y fundamental, la expresion constitutiva de ésta proteina en
corazon.

Por ello, nuestro grupo gener6 un modelo en raton donde la expresion de
la enzima humana ciclooxigenasa-2 (hCOX-2) estaba controlada por el
promotor de la cadena pesada de la a-miosina de corazén [B6D2-Tg(MHC-
PTGS2) UPME] (Inserte y col. 2009). Brevemente, el vector pBluescript II KS
(+) conteniendo la secuencia del promotor a-MyHC de raton (clon 26, cedido
por Dr. J. Robbins, Children's Hospital, Cincinnati, OH) y la secuencia con el
marco abierto de lectura de hCOX-2 incluyendo la region 5'UTR, fueron
clonados en el promotor a-MyHC en vector pBS Il el cual tenia ademas la
secuencia poliA de la hormona de crecimiento humana. El fragmento
linealizado y purificado del plasmido recombinante fue microinyectado en el
prontcleo de un embrién monocelular de raton (C57BL/6J x DBA2 F1, Charles
River, Wilmintong, MA) y transferido al oviducto de una hembra pseudo-
gestante CD1.

Se generaron 7 lineas FO (3 machos y 4 hembras) con una eficiencia de
transfeccion del 27,4 %. Un macho con 3 copias integradas del transgen fue
seleccionado para el estudio.

Se comprobd la expresion estable y la funcionalidad de la misma. La
expresion y su especificidad cardiaca fue confirmada por western blot y por RT-
PCR. La actividad de hCOX-2 fue analizada midiendo los niveles de

prostaglandinas en el miocardio. Se observd un aumento de 8 veces en los
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niveles de PGE, y de 2 veces en los niveles de PGl No se observaron
diferencias en los niveles de PGF,,y TXA, entre silvestres (WT) y transgénicos
(TG). El tratamiento con DFU, un inhibidor selectivo de COX-2, revertia
completamente los niveles de PGl y reducia en un 67 % los niveles de PGE,,
Los animales TG no presentaban diferencias en el ratio entre el peso del
corazdn vs. el peso del cuerpo, ni cambios histolégicos en corazén, endotelio o
musculo liso cuando fueron analizados con tincion PECAM vy para a-actina. El
analisis ecocardiografico no reveld diferencias significativas en las dimensiones
del ventriculo izquierdo ni en su funcion.

Mediante el empleo del sistema de Langerdoff se sometieron corazones
de ratones silvestres (WT) y de ratones transgénicos (TG-hCOX-2) a una
isquemia global de 40 minutos y posterior reperfusion durante 60 minutos. Un
tercer grupo para el analisis estaba constituido por ratones transgénicos con
tratamiento de inhibicion selectiva de COX-2 durante 3 dias previos con una
ultima administracion 40 minutos antes de inducir la isquemia-reperfusion (TG
+ DFU). Para completar la informacion, ratones WT y TG-hCOX-2 fueron
tratados para inducirles precondicionamiento isquémico con dos ciclos de 5
minutos de isquemia y 5 minutos de reperfusion.

Durante la fase de isquemia, producida por el cese total de flujo, se
observd la falta de actividad contractil y también el desarrollo de una
contractura isquémica que afecté por igual a todos los grupos en estudio. No

obstante, durante la fase de reperfusion el grupo de corazones transgénicos con
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sobreexpresion de COX-2 humana (TG-hCOX-2), mejoré su funcion contractil
y redujo el estado de hipercontraccion a diferencia del resto. Ademads, como se
describio, la liberacion de la enzima LDH, que clinicamente representa lisis
celular, fue significativamente menor en este grupo al igual que el tamafio del
infarto producido (Figura 18). Se encontrd ademas, una relacién directa entre la

concentracion de PGE; y la menor liberacion de LDH (Figura 19).
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Figura 18. Liberacion de LDH y porcentaje de area infartada tras el tratamiento de IR,
IR con inhibicién selectiva de COX-2 (IR+DFU) y PCI (IPC). El grupo TG mostro
valores similares de LDH y area infartada a los obtenidos con los grupos con
precondicionamiento isquémico (PCI) (Inserte y col. 2009).

En el grupo TG-hCOX-2 tratado con DFU se observd un aumento del
nivel de LDH hasta los valores observados en el grupo WT y ademads que se
revertia la cardioproteccidon conseguida en el grupo TG-hCOX-2 (Figura 18). Es
importante destacar que los grupos WT y TG-COX-2 con tratamiento de
precondicionamiento isquémico presentaban el mismo nivel de proteccion que

el grupo TG-hCOX-2 (Figura 18).
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Figura 19. Relacion entre los niveles de PGE, y la liberacion de LDH. Se observa una
clara relacion entre el aumento en los valores de PGE, y la disminucion de la liberacion
de LDH. Extraido de (Inserte y col. 2009).

Los autores concluian en este trabajo que la expresion constitutiva de
hCOX-2 en cardiomiocitos conferia un estado de cardioproteccion permanente

contra los dafios producidos en la reperfusion (Inserte y col. 2009).

4. La funcion mitocondrial

Las mitocondrias son organulos dindmicos que llevan a cabo numerosas
funciones vitales en las células eucariotas, estan  involucradas en el
metabolismo energético, en la sintesis bioquimica, en la sefializacion
intracelular de calcio, en la regulacion redox y en la apoptosis (Lodish 2005).

Presentan forma alargada u oval, su tamafio es de 0,5 a 1 pm por
aproximadamente 2 pm de longitud. Estan formadas por dos membranas
altamente especializadas, la externa que es lisa y la interna que estd muy

plegada (Figura 20). Cada pliegue de la membrana mitocondrial interna se
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denomina cresta y tiene por finalidad aumentar la superficie de dicha
membrana. El espacio delimitado por la membrana interna es la matriz

mitocondrial (Figura 20).

Figura 20. Representacion esquematica de la mitocondria. Se distingue la membrana
externa (lisa) y la membrana interna (con las crestas mitocondriales). El espacio
contenido dentro de la membrana interna es la matriz mitocondrial.

En la membrana mitocondrial interna tiene lugar el transporte de
electrones y la fosforilacion oxidativa cuyo principal resultado es la sintesis de
ATP (Figura 21). En estos procesos intervienen los siguientes complejos multi-
subunidades:

* Complejo I o NADH ubiquinona reductasa

*  Complejo II o Succinato deshidrogenasa

*  Complejo III o Ubiquinol Citocromo ¢ reductasa
*  Complejo IV o Citocromo ¢ Oxidasa

* Complejo V o ATP sintasa
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En el transporte de electrones, se transfieren los equivalentes de
reduccion NADH y FADH obtenidos en la glucdlisis, en la oxidacion de acidos
grasos, de piruvato, de aminoacidos y en el ciclo de los acidos tricarboxilicos o
ciclo de Krebs, hasta el oxigeno molecular (Figura 21). Los electrones son
transportados desde un complejo a otro por difusion de la Coenzima Q en la
membrana y por el citocromo ¢ en el espacio intermembrana. Este transporte
esta acoplado al bombeo de protones en los complejos I, IIl y IV desde la
matriz mitocondrial hasta el espacio intermembrana [Figura 21, (Lodish 2005)].
La fuerza proton motriz asi contenida a través de la membrana mitocondrial
interna, proporciona el mecanismo para la fosforilacion oxidativa (abreviado en
ingles OxPhos), ya que en la ATP sintasa o complejo V tiene lugar la sintesis de
ATP a partir de ADP y fosfato inorgéanico utilizando la energia liberada por el

paso de protones a favor del gradiente de concentracion.

Cytochrome ¢
oxidase
complex

NADH-CoQ

4H reductase 2H

Intermembrane complex @
space Cyt c;

PR — 4 /'> Fo-S m—r¥

Inner
membrane

Matrix ﬂ
4H NAD* CoQH,—cyt ¢

NADH i reductase complex

20,+2H

Figura 21. Los componentes de la cadena respiratoria mitocondrial. Los complejos
enzimaticos estan localizados en la membrana mitocondrial interna y en el interior de la
matriz mitocondrial se encuentran las enzimas que participan en las vias de oxidacion
del piruvato, acidos grasos y el ciclo de Krebs (Lodish 2008).
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En nuestro trabajo a sido importante estudiar la funcién del Complejo IV
(CIV) o citocromo c¢ oxidasa. CIV es la enzima terminal de la cadena
mitocondrial de transporte de electrones y cataliza la transferencia de electrones
desde el citocromo c reducido al oxigeno molecular. En mamiferos, esta enzima
estd compuesta de 13 subunidades que son codificadas por el ADN
mitocondrial y por el ADN nuclear. El ADN mitocondrial codifica para tres
subunidades: sub I, II y III que son el centro catalitico de la enzima. Las diez
subunidades restantes (en mamiferos: IV, Va, Vb, Vla, VIb, VIc, Vlla, VIIb,
Vllc y VIII) estan codificadas por el ADN nuclear, son sintetizadas en el citosol
y finalmente importadas dentro de la mitocondria. Durante la catalisis, el
citocromo c reducido se une a la sub II de la citocromo c oxidasa y transfiere
electrones al sitio CuA, que es reducido y transfiere los electrones al grupo
hemo a y al grupo hemo a3 del sitio CuB del centro de reaccion binuclear,
ambos asociados con la subunidad I, donde son utilizados para reducir el
oxigeno molecular a agua. De este modo, las subunidades I y II por si mismas
llevan adelante el ciclo redox completo de la citocromo c oxidasa (Galati y col.
2009).

Con respecto a la membrana mitocondrial externa, es importante
mencionar que en ella se encuentra la proteina VDAC (del inglés Voltage
Dependent Anion Channel) o Porina, que forma poros o canales acuosos no
especificos y permite la libre difusion de moléculas de hasta 5.000 Da de peso

molecular (Colombini 1980).
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El nimero de mitocondrias en cada tejido depende de la actividad del
mismo. En el corazéon las mitocondrias son especialmente abundantes y
constituyen un 20 - 40 % del volumen celular (Marin-Garcia y col. 2001).

El dafio miocardico por isquemia-reperfusion es una causa importante de
morbilidad y mortalidad en los paises desarrollados. Hasta la fecha, el nico
tratamiento de la isquemia es el restablecimiento del flujo sanguineo, pero esto
puede agravar el dafio miocardico (Mosca 2011). Asi, la isquemia resulta en una
insuficiente disponibilidad de oxigeno para la funciéon mitocondrial que lleva
rapidamente a la interrupcion de la sintesis de ATP aerobico. Cuando la
isquemia es prolongada, tiene lugar la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial y se produce la muerte celular, principalmente por dos procesos:
necrosis y apoptosis, ambos regulados a nivel mitocondrial. Por ello, las
mitocondrias se han convertido en objeto de creciente interés en los procesos de

isquemia-reperfusion.
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Objetivos

En un estudio previo de nuestro laboratorio (Inserte et al 2009) fue
descrito que animales con expresion constitutiva de hCOX-2 estaban protegidos
frente a episodios de isquemia y reperfusion. En éste trabajo se profundizara el
estudio de este efecto buscando contestar los siguientes objetivos:

I- Encontrar la diana celular responsable de la proteccion mediada por
hCOX-2

II- Caracterizar los factores que median dicha proteccion

III- Obtener un modelo en una linea de cultivo celular de expresion

estable de hCOX-2 que permita el estudio profundizar el estudio.
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1. Reactivos

Los reactivos utilizados en el desarrollo de este trabajo han sido
suministrados por Bio-Rad (CA, USA), Invitrogen (Life Technologies
Corporation, CA, USA), Lonza (Valais, SWZ), Panreac (BCN, ES), Scharlau
(BCN,ES), Sigma (MO, USA), Abcam (Cam, UK), Roche (BSL, SWZ),
Proteintech (CHI, USA) y Takara Bio (Otsu, JPN).

El inhibidor selectivo de COX-2, DFU (5,5- dimetil-3(3-fluorofenil)-4-
(4-metilsulfonil)fenil-2(5H)-furanona, fue cedido por Merk (Rahway, New
York, USA).

Los niveles de PGE, se midieron usando el kit para tal fin de Arbor

Assays (Ann Arbor, M1, USA).

2. Plasmidos

Usando como molde el plasmido pCDNA1 hCOX-2 full-length cedido
por Dr. S. Prescott (Jones y col. 1993) se amplifico por PCR el fragmento que
corresponde a la secuencia de 1800 pb de la region codificante del gen
hCOX-2.

Para la amplificacion se utilizaron 10 ng de ADN molde, 200 uM de
dNTPs, 0,2 pM de oligonucledtidos directo y reverso, 2,5 U de DNA
polimerasa Pfu Turbo (Stratagene) en 50 pl de volumen final conteniendo

tampén de reaccién 1X con una concentracion final de Mg®” 2 mM. El
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programa de amplificacion utilizado consistioé en una desnaturalizacion inicial
de 5 minutos a 95 °C seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 60 °C y 90 segundos a 72 °C, finalizando con un ciclo de 10
minutos a 72°C. Los oligonucledtidos utilizados para la ampificacion se
disefiaron mediante el programa Primer Express V2.0 (Life technologies) y
fueron: hCOX-2 directo: 5'-gcggccCTCGAGatgetegeecegegeectg-3y hCOX-
2 reverso 5'-ctgegcGCGGCCGCctacagttcagtcgaacg-3’, ambos oligos incluian
los sitios de corte para las enzimas de restriccion que se usarian para la
clonacion en el vector final.

Los dos fragmentos obtenidos fueron tratados con dATP durante 15
minutos a 70 °C e insertados en el vector pGEMT-easy (Promega) para
construir el vector denominado hCOX-2pGEMT-easy. La construccién se
verificd por secuenciacion y se utilizd6 como ADN molde para la construccion
de los plasmidos de expresion de hCOX-2.

A partir del vector hCOX-2pGEMT-easy se construy6 el pldsmido
CAGIP-hCOX-2 mediante corte con enzimas de restriccion Xhol y Notl e
insercion del fragmento.

El vector usado para la clonacion y expresion en células fue
pPyCAGIP amablemente cedido por Ian Chambers y Morgan Robertson
(Chambers y col. 2003) (Figura 22), en el cual el gen insertado queda bajo la
expresion del promotor CAG que contiene la secuencia enhancer CMV vy la

secuencia del promotor de B-Actina.
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EcoRl-1713-G'AATT_C
Xhol -1719-C'TCGA_G

pPyCAGIPhCOX2

8233 bp

Notl - 3539- GC'GGCC_GC
EcoRl -3563-G'AATT_C

Figura 22. Vector de expresion en células de cultivo conteniendo la secuencia hCOX-
2. El vector utilizado como control carecia de la secuencia hCOX-2.

En un experimento de este trabajo fue necesaria la clonacion de hCOX-
2 en marco de lectura con GFP. Aunque ésta clonacion fue realizada por
Belén Molla poco antes de mi llegada al laboratorio resumiré brevemente el
procedimiento para facilitar la comprension. Se amplificé por reaccion de
PCR la secuencia de hCOX-2 a partir del plasmido cedido por el Dr. S
Prescott incluyendo en los extremos sitios de corte para los enzimas de
restriccion Xhol y EcoRI. A continuacion el producto obtenido fue clonado
en el plasmido pEGFP-N1. De este modo la secuencia hCOX-2 est4 en pauta
de lectura con la secuencia de GFP creando una proteina de fusiéon C terminal
hCOX-2EGFP. Posteriormente se digirid este plasmido con los enzimas Xhol
y Notl para liberar el inserto que fue finalmente clonado en el vector

pyCAGIP.
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3. Transformacion de bacterias competentes y
obtencion de plasmidos

Las construcciones se transformaron en bacterias DH5a competentes
por electroporacion a 1.700 eV y se crecieron en placas LB con los
antibiodticos correspondientes para seleccionar su crecimiento. Los plasmidos
se obtuvieron mediante sistemas de purificacion de Rapid Plasmid Miniprep
(Marligen) y PureLink™ Hipure Plasmid Filter Maxiprep (Invitrogen).
Brevemente, un lisado de bacterias se aplica a columnas con membrana de
silica en las que el DNA plasmidico es selectivamente retenido. Tras varios
lavados para disminuir los contaminantes y tras una breve centrifugacion el
ADN retenido se eluye con tampén TE (Tris-HCI 10 mM (pH 8), 0,1 mM

EDTA).

4. Modelo celular

4.1. Cultivo celular

Las células H9c2, linea mioblastica de tejido embrionario de corazon
de rata BD1X (ATCC CRL-1446, Manassas, VA, USA), se cultivaron a
37 °C en atmoésfera humidificada, con 5 % CO,en medio de cultivo DMEM
conteniendo 25 mmol/L de glucosa, 2 mM glutamina, 100 U/ml de penicilina

y 100 pg/ ml de estreptomicina suplementado con 10 % de suero fetal bovino.
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Las células se crecieron en placas de 75 cm” de superficie para luego ser
subcultivadas.

Para su transfeccion, las células fueron sembradas en placas de 6
pocillos con una densidad de 5 x 10* células por pocillo el dia previo a la
transfeccion. El reactivo que permitia la mayor tasa de transfeccién y menor
toxicidad fue Lipofectamine 2000 (Invitrogen) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, por cada pocillo a transfectar se
diluyeron 10 pg de pladsmido en medio Opti-MEM I en un volumen final de
250 pl. En otro tubo se mezclaron 10 pl de Lipofectamina con 250 pl de
medio Opti-MEM 1 y después de incubar 5 minutos a temperatura ambiente
se juntaron el ADN diluido con la Lipofectamina diluida y se incubaron
durante 20 minutos a temperatura ambiente para permitir la formacion de los
complejos ADN- Lipofectamina. La mezcla de complejos se agregd a cada
pocillo sembrado con las células en un volumen final de 1,5 ml por pocillo y
se incubo durante 6 horas.

Para la obtencién de una linea con expresion estable del transgen, se
procedid a la seleccion de los clones transfectados con puromicina a
concentracién final de 1 pg/ml durante 3 dias. Se obtuvieron asi lineas
estables tanto para células expresando hCOX-2 (H9¢2-hCOX-2) como para
células control transfectadas con vector vacio (H9c2-CAGIP).

Las células se trataron con tampo6n de inhibicion metabdlica o con

soluciéon de CoCl, para evaluar su viabilidad. Para estos experimentos, se
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crecieron células transfectadas estables con plasmido CAGIP o CAGIP-
hCOX-2 en frascos de 75 cm” de superficie hasta una confluencia del 70 %,
fueron tripsinizadas y se sembraron 10.000 células por pocillo de placa de 96
pocillos.

El tampdn de inhibicion metabodlica estaba contenia: 106 mM NacCl,
4,4 mM KCl, 1 mM MgCl,.6H,0, 38 mM NaHCO3,2,5 mM CaCl,, 20 mM
2-deoxy-d-glucosa, ImM NaCN pH 6,6. Los tiempos de incubacion fueron:
30, 60, 90 y 120 minutos. Tras la incubacion se aspir6 el tampon y se afadid
medio de crecimiento durante 1 hs. Todas las incubaciones se realizaron a
37 °C.

El tratamiento con CoCl, se realizé reemplazando el medio de cultivo

por una solucién 100 6 300 pM de CoCl, durante 36 hs a 37 °C.

4.2. Aislamiento de cardiomiocitos de raton

Se sigui6 el procedimiento descrito por Shioya (Shioya 2007) en
colaboraciéon con Maria Ferndndez-Velasco (Instituto de Investigacion
Hospital Universitario La Paz, IDIPAZ, Madrid).

Cada raton fue heparinizado con 8.000 U/kg por via intraperitoneal y
recibi6 ademas, anestesia profunda con una sobredosis de pentobarbial sddico
de 300 mg/kg intraperitoneal. Seguidamente se abri6 el abdomen superior con

un corte horizontal y fueron retiradas las costillas y el esternén de la zona.
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Una vez expuesto el corazon, éste fue cortado y colocado
inmediatamente sobre hielo en tampoén de aislamiento: 130 mM NacCl,
5,4 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 0,33 mM NaH,PO,, 22 mM glucosa, 50 U/ml
insulina bovina (I-5500, Sigma) y 25 mM HEPES NaOH (pH=7,4); el
tampon fue suplementado con 0,4 mM de EGTA. En esta solucion, se
procedid a retirar los restos de tejidos acompafantes del corazon. A
continuacion, éste fue sumergido en tampon de aislamiento frio y canulado a
través de la arteria aorta. Luego se conect6 la via de perfusion, para perfundir
retrogradamente el corazon a una presion hidrostatica constante de 70 cm a
37 °C. Se realiz6 un corte en la pared ventricular del corazon para permitir la
salida de liquido. Inicialmente se perfundi6 con tampoéon de aislamiento
suplementado con EGTA durante 3-4 minutos y luego, la solucién de
perfusion fue reemplazada por una solucion de tampon de aislamiento
suplementada con colagenasa, que recirculé durante 6-9 minutos. Finalmente,
los ventriculos fueron cortados en multiples trozos y digeridos nuevamente
con solucion fresca de colagenasa durante 15-20 minutos a 37 °C hasta que

estuvo completamente digerido.
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5. Modelo animal: Ratones con sobreexpresion de
COX-2 en corazon

Se utilizaron ratones macho B6D2-Tg (MHC-PTGS2/UPME) de tres
meses de edad.

Los detalles de la obtencion de esta linea transgénica, han sido
descritos en la introduccion de este trabajo (Inserte y col. 2009). En algunos
experimentos, los ratones fueron tratados diariamente durante 4 dias, con el
inhibidor selectivo de COX-2, DFU, por via intraperitoneal en dosis a razon
de 5 mg/kg de peso (Riendeau y col. 1997). Todos los procedimientos fueron
desarrollados de acuerdo a la guia de cuidado animal de la Unién Europea
(2010/63/EU) y aprobados por el Comité de Bioética del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC). Los animales se alimentaron ad libitum
siguiendo las instrucciones de cuidado de la institucion (Comision de Bioética
del CSIC, Espana).

El genotipado de los ratones se hizo a partir de ADN extraido de la
cola por el procedimiento de la proteinasa K. Los oligos especificos para la
amplificacion fueron: directo 5'-CAGAGTTGGAAGCACTCTATGG-3" y el
oligo reverso 5 -CTGTTTTAATGAGCTCTGGATC-3". La mezcla de
reaccion de la PCR contenia: 50 ng de ADN molde, 200 pM de dNTPs,
0,2 uM de oligonucledtidos directo y reverso, 1,5 mM Mg”", 2,5 U de DNA
Taq Man (Promega), en 20 pl de volumen final conteniendo tampon de

reaccion 1X. La reaccion de PCR comprendia 5 minutos a 92 °C, y 35 ciclos
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de 30 segundos a 92 °C, 30 segundos a 58 °C y 30 segundos a 72 °C y para

finalizar la amplificacion una fase de elongacion de 10 minutos a 72 °C.

6. Determinacion de la concentracion de PGE,

Para controlar la funcionalidad de la enzima hCOX-2, se midio la
concentracion de PGE, por ésta producida utilizando el kit comercial de la
casa Arbor Assays siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Brevemente, el ensayo consiste en una técnica de ELISA de competicion
entre la PGE, contenida en la muestra y una concentracion conocida afiadida.
El color desarrollado se mide a 450 nm en un espectrofotémetro.

En el modelo celular, las muestras para la determinacién fueron los
sobrenadantes del medio de crecimiento de las células H9c2. Para las
determinaciones de PGE, en corazdn, el tejido fue extraido e inmediatamente
congelado en nitrégeno liquido, y fue almacenado a -80 °C hasta su
utilizacion. El dia de la determinacion, el tejido debi6 ser previamente pesado
en balanza analitica de alta sensibilidad para normalizar la concentracién
obtenida por mg de tejido. Posteriormente fue colocado en un tubo eppendorf
y se afiadieron 200 pl de PBS frio conteniendo Indometacina a concentracion
final de 15 puM para la disociacion del mismo por medio de douncer. A
continuacién, fue centrifugado a alta velocidad para separar el sobrenadante

con el cual se llevo a cabo el ensayo.
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7. Aislamiento de ARN

El ARN total se extrajo tanto de células de cultivos como de fracciones
de tejido cardiaco usando TRI Reagent Solution (Life technologies) siguiendo
el protocolo propuesto por el fabricante basado en el método descrito por
Chomczzynsky y Sacchi (Chomczynski y Sacchi 1987). Brevemente, las
muestras se homogenizaron en 1 ml de TRI Reagent y se incubaron durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadié a cada tubo 200 ul
de cloroformo, se mezclaron los reactivos durante 30 segundos usando vortex
y luego se centrifugaron para separar las fases. La fase acuosa superior se
pas6 a un tubo nuevo y se agregaron 500 ul de isopropanol para precipitar el
ARN. Tras centrifugar el precipitado se lavd con etanol al 70 % en agua libre
de ARNsas en dos pasos de centrifugacion a 12.000 x g durante 30 minutos a
4 °C. Finalmente se disolvid el ARN obtenido en agua libre de ARNsas.

La integridad y pureza del ARN extraido se analiz6 en gel de agarosa
con tincion de bromuro de etidio y mediante el analisis de la relacion de

absorbancia a 260/280.

8. RT-PCR a tiempo real

La sintesis de ADNc (ADN complementario) se realizd por
transcripcion reversa a partir de 1 ug de ARN total, con una desnaturalizacion
mediante incubacion de 10 minutos a 65 °C en presencia de 50 pmoles de

hexameros cebadores de secuencia aleatoria, seguido de una reaccion de
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amplificacion incubando 10 minutos a 30 °C y 45 minutos a 42 °C con 37,5 U
de transcriptasa reversa Expand Reverse Transcripatase (Roche) en presencia
de 20 U de inhibidor de ARNsa, 10 mM DTT y 1 mM dNTPs en buffer de
transcriptasa reversa 1X (el buffer 5X es 250 mM TrisHCI, 200 mM KCl, 25
mM MgCl,, 2,5% v/v Tween-20, pH 8§,3).

Para analizar la expresion de genes, el ADNc obtenido fue diluido 1 en
5 y se usaron 4 pl como molde para una reacciéon de PCR en la cual la
deteccion de fluorescencia permitidé la comparacion de los niveles de
expresion entre las muestras. Se utilizo el reactivo Fast Syber Green (Life
Technoligies) la concentracion final de oligonucledtidos fue 300 nM. Las
muestras se analizaron en el instrumento 7500 Fast Real-Time PCR System
(Life Technologies). La reacciéon comprende un paso a 95 °C de 20 segundos
de duracion, seguido de 40 ciclos que comprenden un paso a 95 °C durante 3
segundos y otro paso a 60 °C durante 30 segundos. La cantidad relativa de
ARNm de VDAC, sub I y sub II de citocromo c oxidasa se calcul6 utilizando
el método de comparacion de la segunda derivada del Ct, normalizada con
respecto a la cantidad de GAPDH o B-Actina como control endoégeno. La
secuencia de los oligos utilizados en RT-PCR a tiempo real se detalla en la
Tabla 1.

La idoneidad de los oligos utilizados se verifico por una curva de
hibridacién comprobando que se obtenia un Unico producto de reaccion de

amplificacion (Figura 23).
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en Real Time PCR

Gen Especie Oligonucledtido
gapdh RATON Dir.: 5> GTATTGGGCGCCTGGTCAC 3’
Rev: 5> AATCTCCACTTTGCCACTGCA 3’

sub I- citocromo | RATON Dir.: 5" ACCCAATATCAGACACCTCTCTTTGT 3’
¢ oxidasa RATA Rev.: 5 GACGGCTGTAATTAGTACGGATCATAC 3°
sub II- citocromo | RATON Dir.: 5’ AACCAAGCTACAGTGACATCAAACC 3°
¢ oxidasa RATA Rev.: 5GCATTGGCCATAGAATAGACCTG3’
vdac RATON Dir.: 5> CGGACGAATTCCAGCTTCAT 3’

RATA Rev.: 5 CCACCAAACTCCGTCCCAT 3°

9. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas totales, a partir de cultivo celular, se
retird el medio de cultivo por aspiracion, y se realizaron dos lavados de las
células sobre hielo con PBS frio a 4 °C, y posteriormente se afiadio el tampon
de lisis RIPA (50 mM Tris pH 8; 150 mM NaCl; 1 % NP40; 0,5 %
desoxicolato sédico; 0,1 % SDS) a 4 °C. En el caso de muestras de tejido, la
trituracion se realizé de forma mecanica en el mismo tampdn de extraccion.

Los lisados se centrifugaron a 14.000 x g durante 10 min a 4 °C. Los

sobrenadantes obtenidos se guardaron a -80 °C para su almacenamiento.
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Melt Curve

Melt Curve

sub-I cco*

)
/
" N \

vdac”

sub-II cco

Melt Curve

Figura 23. Curvas de hibridacién para los oligos utilizados.

Cuando fue necesario obtener el extracto total, el extracto citosélico y

el mitocondrial, se prosiguid segun se comenta a continuacion. Se prepard

tampon de extraccion conteniendo: 320 mM Sacarosa, 1 mM K,EDTA y

10 mM Tris HCI pH 7,4. Este tampon se suplementd con inhibidor de

proteasas. Se tripsinizaron las células y el pellet celular obtenido se

resuspendio en 1 ml de tampdn de extraccion y fue pasado por aguja 25G 30

veces para romper las células; el homogenado fue centrifugado a 450 x g

durante 5 minutos a 4 °C. Parte del sobrenadante fue reservado y represent6 el

extracto total. Con el resto de sobrenadante se realizd una centrifugacion a
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10.000 x g durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante resultante fue el
extracto citosolico mientras que el pellet fue resuspendido en tampon y
correspondi6 al extracto mitocondrial.

Para determinar la concentracion de proteinas extraidas o utilizadas en
los diferentes experimentos de este trabajo se utilizo el kit comercial “Bio-
Rad DC Protein Assay” que es similar a la reaccion de Lowry. El ensayo se
basa en dos pasos: 1- la reaccion entre los enlaces peptidicos de la proteina y
el ion cobre divalente en medio alcalino y 2- la subsecuente reduccion del
reactivo de Folin (1,2-naftoquinona-4-sulfonato de sodio) sobre el cobre
coordinado con la proteina. El color azul es debido principalmente a los
aminoacidos Tirosina y Triptofano y en menor medida a Cistina, Cisteina e
Histidina. Asi el desarrollo de color es proporcional a la presencia de estos
aminoacidos en la muestra. La absorbancia maxima es a 750 nm. Se uso

seroalbumina bovina (BSA) como estandar.

10. Obtencion de la fraccion proteica enriquecida
en mitocondrias
Este tipo de extracto fue utilizado para la determinacion de la actividad
enzimatica del complejo IV de la cadena respiratoria o citocromo c oxidasa.
Se extrajeron los corazones de los ratones, se limpiaron de restos de
tejidos acompafiantes y se lavaron en PBS frio. Cada corazén fue pesado y a

continuacioén sumergido a razén 10 % p/v en tampon isotdnico mitocondrial
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que contenia: 225 mM manitol, 75 mM sacarosa, 19 mM tris HCI, 0,1 mM
EDTA, pH 7,2 suplementado con inhibidores de proteasas (Roche). Con tijera
quirdrgica se cortaron en pequefios trocitos y luego se pasaron a un douncer
donde se disociaron las fibras cardiacas. A continuacion se centrifug6 el
homogenado en microcentrifuga durante 20 minutos a 650 x g. Se reservo el
sobrenadante en un tubo nuevo y se volvid a resuspender el pellet en 1 ml de
tampon isotdnico para luego ser pasado nuevamente por el douncer. Se repitid
el paso de centrifugacion y finalmente se juntaron los sobrenadantes

obtenidos.

11. Extraccion de mitocondrias

Las mitocondrias fueron aisladas por centrifugacioén diferencial segin
el protocolo de Benard, G y col. con algunas modificaciones (Benard y col.
2006). En resumen, se extrajo el corazon, se lavo en PBS a 4 °C y se quitd
con tijera los restos de otros tejidos (por ejemplo circulatorio o conectivo
como grasa circundante). Posteriormente, se pasdé a una placa de Petri de
cristal de 10 cm” que contenia tampoén I de extraccién a 4 °C, compuesto de:
210 mM manitol, 70 mM sacarosa, 50 mM tris HCI pH 7,4, 10 mM EDTA y
una pastilla de inhibidores de proteasas (Roche) por cada 10 ml. Sumergido
en este tampon cada corazdn fue cortado longitudinalmente para eliminar la
sangre que pudiera contener y posteriormente en fracciones menores para

otras determinaciones (como por ejemplo: concentracion de PGE, ARN,
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ATP, etc). La porcidon de tejido reservada para el aislamiento de mitocondrias
se cortd con tijera quirtirgica hasta trocitos lo mas pequefios posibles y se
trasvasé la suspension a un tubo de plastico de 13 ml para ser triturada en
Ultraturrax a velocidad media durante 3 ciclos de 5 segundos cada uno. A
continuacioén el homogenado se paso a tubo eppendorf y fue centrifugado a
4 °C durante 5 minutos a 1.000 x g. Trascurrido este tiempo, se reservo el
sobrenadante en un tubo nuevo y se resuspendi6 el pellet en 1 ml de tampon [
a 4 °C que se centrifugd en las condiciones anteriores. El sobrenadante
obtenido en esta centrifugaciéon se sumé al reservado de la primer
centrifugacion y fueron nuevamente centrifugados a 4 °C durante 10 minutos
a 7.000 x g. El pellet resultante se resuspendioé en tampon de aislamiento 11
(tampon II) que contenia: 225 mM manitol, 75 mM sacarosa, 10 mM tris
HCI, 0,1 mM EDTA y una pastilla de inhibidor de proteasas (Roche) por cada
10 ml centrifugandose a 4 °C durante 5 minutos a 1.000 x g. Por ultimo, el
sobrenadante resultante fue centrifugado a 4 °C durante 10 minutos a
7.000 x g. Este ultimo pellet contenia las mitocondrias aisladas y fue
resuspendido en tampon I1.

Todos los pasos de éste protocolo deben hacerse los mas rapido posible
y debe trabajarse a 4 °C para facilitar la mejor calidad e integridad

mitocondrial.
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12. Separacion de proteinas por electroforesis

12.1. Western blot

Para la identificacion semicuantitativa de proteinas por su peso
molecular, las muestras fueron resueltas en geles de poliacrilamida en
presencia de dodecylsulfato s6dico (SDS-PAGE) en condiciones reductoras.
El tampdén de migracion usado contuvo: 25 mM Tris HCI pH: 8,3, 192 mM
glicina, 0,1 % SDS. Se utilizé un marcador pretefiido de peso molecular para
estimar el tamafio de las proteinas (Western ¢ Protein Plus, BioRad).

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de difluoruro de
polivinilo (PVDF Hybond-P Amersham, GE Healthcare) previamente
activada con metanol. El tampdn de transferencia usado contenia: 48 mM
Tris, 39 mM glicina, 0,04 % SDS, 20 % (v/v) metanol. El bloqueo de las
membranas y la dilucion del anticuerpo primario se realizé en tampon TBST
(50 mM Tris, 150 mM NacCl, adicionado con Tween 1 ml/Litro TBS) con 5 %
leche en polvo desnatada.

Los anticuerpos utilizados para detectar los diferentes complejos
respiratorios fueron: anti citocromo c¢ oxidase (CIV) sub II (Santa Cruz, sc-
23983) y sub IV (Abcam, ab20E8C12), anti-VDAC (Abcam, ab20B12AF2) y
MitoProfile® Total OXPHOS Rodent (Mitosciences-Abcam, ab 110413).
Como control de carga se utilizd la proteina anti anti NDUFAS (CI)
(Proteintech 16640-1-AP) o TOMM 20 (Sigma Aldrich, WH 0009804M1).

En otros experimentos se utilizaron los anticuerpos siguientes anticuerpos:
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anti hCOX-2 (Stressgene COX-030), anti- HIF1-a (Proteintech 20960-1-AP),
anti Polll (N-20) (Santa Cruz sc-899), anti Actina (Sigma Aldrich A2688).

El revelado de las membranas se realizO6 mediante
quimioluminiscencia, utilizando el reactive ECL plus (GE Healthcare)

Las bandas observadas se cuantificaron utilizando el programa ImageJ

(Schneider y col. 2012).

12.2. Electroforesis de proteinas nativas mitocondriales

(Blue Native-PAGE)

Para evaluar la presencia de supercomplejos mitocondriales en
animales transgénicos y control se desarrollo la estrategia de electroforesis en
geles nativos. Asi 100 pg de mitocondrias aisladas el mismo dia del
experimento, se resuspendieron en un tampon que contenia: 1 M &cido 6-
aminohexanoico, 50 mM Bris-Tris-HCI pH: 7, y se afiadi6 digitonina a razon
4 gr por gr de extracto total, incubandose en hielo durante 5 minutos. A
continuacién, las muestras fueron centrifugadas a 13.000 x g durante 30
minutos a 4 °C. Los sobrenadantes se mezclaron en proporcion 1 a 3 del
volumen total con 5 % BLUE G en 1 M de 4cido 6-aminohexanoico.
Posteriormente, las muestras se cargaron en gel Bis-Tris nativo en gradiente
3-12 % (Life Technologies). Después de la electroforesis llevada a cabo a
4 °C a 90 volt los primeros 30 minutos y posteriormente a 300 volt durante
90 minutos, se procedi6 a la transferencia de los complejos a membranas de

PVDF para luego proseguir con su analisis por western blot.

72



Metodologia

Los anticuerpos utilizados para detectar los diferentes supercomplejos
fueron: anti NDUFAS (CI) (Proteintech 16640-1-AP), anti proteina II del
nucleo ubiquinol citocromo ¢ reductasa (CIII) (Sigma Aldrich, GW 22153A)
y anti citocromo ¢ oxidase (CIV) sub II (Santa Cruz, sc-23983).

Después de una incubacion durante toda la noche a 4 °C, las
membranas se trataron con los anticuerpos secundarios, conjugados con
peroxidasa, especificos anti especie y fueron analizados por
quimioluminscencia. Como control de carga se utiliz6 la proteina TOMM 20
(Sigma Aldrich, WH 0009804M1).

Cuando fue necesario marcar la misma membrana sucesivamente con
distintos anticuerpos, ésta fue sometida a deshibridacion fuerte con un
tampén que contenia: SDS 10 %, 0,5 M tris HCI pH 6,8 y 0,8 % pB-
mercaptoetanol. Se incubd la membrana durante 45 minutos a 50 °C en
agitacion. Posteriormente fue lavada con agua durante 1 hora y a
continuaciéon un breve lavado de 5 minutos con TBST. Para finalizar, la
membrana debe ser bloqueada durante 1 hora con 5 % de leche en TBST y
evaluada por quimioluminiscencia para comprobar la ausencia de bandas. Las
incubaciones con los anticuerpos primarios se realizaron durante toda la

noche a 4 °C.

73



Metodologia

13. Proteomica

Para evaluar diferencias en el perfil proteico celular, se realizaron
analisis de digestion de proteinas y marcaje con O'® yO'® y posterior
reconocimiento de los péptidos por el algoritmo SEQUEST.

Se resuspendieron 500 pg de extracto proteico cardiaco o de
mitocondrias aisladas con un protocolo que aseguraba la alta calidad de las
mismas, en 300 pul de tampon de muestra conteniendo: 5 % (p/v) de SDS,
10 % glicerol, 25 mM Tris HCI pH: 6,8, 10 mM DTT, 0,01 % (p/v) azul de
bromofenol y posteriormente fueron cargadas en un gel para electroforesis
convencional, con una porcion de stacking de 4 % y una de running de 10 %
de Acrilamida/Bisacrilamida. Cuando las muestras alcanzaron la zona entre
stacking y running, la electroforesis fue detenida y las bandas sin resolver
fueron visualizadas con Coomasie y posteriormente, cortadas en cubos para
luego ser digeridas en un tratamiento con tripsina disuelta en 50 mM de
bicarbonato de amonio pH 8,8, 10 % (v/v) de Acetonitrilo y un 0,01 % (p/v)
de 5 ciclohexil-1-pentil-B-D-maltésido (CYMAL-5) en relacion 5:1
(proteina:tripsina) durante toda la noche a 37 °C. Los péptidos resultantes
fueron extraidos por incubacion de 1 hora en 12 mM de aminobicarbonato pH
8,8. Luego se afiadi6 4cido trifluoracético a una concentracion final de 1 % y
los péptidos fueron finalmente desalados y secados. A continuacién, los
péptidos fueron marcados con O'%/0' en 100 mM acetato de amonio pH 6 y

20 % ACN vy tripsina inmovilizada en una relacion 1:200 (v/p) tripsina:
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proteina. Los péptidos procedentes de las muestras control fueron marcadas
con O'° mientras que las muestras con sobreexpresion de hCOX-2 fueron
marcadas con O'®. La actividad de tripsina fue eliminada removiendo la
tripsina inmovilizada con filtros (Promega) y se agregd el inhibidor de
tripsina TLCK a una concentracion final de 1 mM con una incubacién de 1
hora a 37 °C.

Las muestras fueron mezcladas y diluidas en 2 % ACN pH 3, desaladas
y finalmente secadas. Luego, la mezcla de péptidos fue disuelta en un tampoén
de concentracion que contenia 5 % glicerol y 2 % IPG y fue cargada en una
columna IMobiline Dry Strip y separada por IEF en un gel fraccionador
(ALIGENT) usando el método indicado por el fabricante. Las fracciones
recuperadas fueron acidificadas a pH 3 y los péptidos fueron desalados.
Después de ser eluidos en 5 mM 50 % ACN en 5 mM de formato de amonio
pH 3, los péptidos fueron secados y analizados por RP-HPLC LIT.

La identificaciéon de las proteinas fue hecha usando el algoritmo
SEQUEST (Bioworks 3.2 package, Thermo Finnigan). Este experimento se
realizd en colaboracidén con el servicio del Jesus Vazquez (Laboratorio de
Proteomica  Cardiovascular, Centro Nacional de Investigaciones

Cardiovasculares, Madrid).
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14. Curva de crecimiento

Sembramos 8.000 células por pocillo de placa de 6 pocillos en un
volumen final de 3 ml en el medio de crecimiento estandar de las células o en
el medio Galactosa. Este ultimo medio de crecimiento contenia: DMEM sin
glucosa, 10 mM galactosa, 2 mM glutamina, 1 mM piruvato de sodio, 10
mM HEPES pH 7,4, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina
suplementado con 10 % de suero fetal bovino. Las células se incubaron a
37 °C , en atmosfera humidificada, con 5 % CO,y fueron tripsinizadas cada
24 hs. El recuento celular se hizo mediante tincion con Tripan Blue en cadmara

de Neubaeur.

15. Panel oxidativo

El dia previo a la determinacion del panel oxidativo, se sembraron
células H9c2 control y H9c2-hCOX-2 en placa de 24 pocillos, a una
concentracion de 100.000 células por pocillo. Al dia siguiente, pasado el
tiempo de incubacion con los controles positivos de cada pardmetro a medir,
se recogié el sobrenadante de cada pocillo y se reservd en tubo de
adquisicion. A continuacion, los pocillos se lavaron con PBS libre de Ca®" y
Mg®" y cada sobrenadante se agregd al tubo correspondiente. Luego, se
despegaron las células con tripsina y se afiadié a cada pocillo el fluorocromo
disuelto en medio de cultivo. Finalmente se sumo éste sobrenadante al

contenido en su tubo correspondiente. Tras la incubacion a 37 °C en
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oscuridad y se adquirieron las muestras en un citdometro de flujo Gallios
(Beckman-Coulter, Brea,CA). Los valores de fluorescencia que miden los

parametros funcionales estaran restringidos a la poblacion de células vivas.

Tabla 2. Panel oxidativo: Fluorocromos y Controles positivos

Incubacién Conc. Control
Parametro Fluorocromo Solvente
(minutos) final Positivo
Potencial FCCP
TMRM
de DMSO 30 2 uM 30 min
(Sigma-Aldrich)
membrana 50 uM
BSO
Nivel de Monoclorobimano
DMSO 15 2 uM 24 horas
glutation (Sigma-Aldrich)
100 uM
Oxido DAF-FM-DA NOR-1
DMSO 30 1,25 uM
nitrico (Molecular Probes) 250 uM
Plumagina
Anion Mitosox
) DMSO 30 1,25 uM lhora
superoxido  (Molecular Probes)
2,5 ng/ml
o Ioduro de Propidio
Viabilidad H,O 5 2,5 pg/ml
(Sigma-Aldrich)

TMRM: Tetrametilrodamina.

FCCP: carbonilcinida-p-trifluorometoxifenilhidrazona.

BSO: L-butionina-sulfoxamina.

DAF-FM-DA: 4-Amino-5-metilamino-2",7 - difluorfluoresceina diacetato.
NOR-1: (+/-)-E-metil-2-((E)-hidroxiimino)-5-nitro-6-metoxi-3-hexenemida.

mBCI: monoclorobimano.

16. Determinacion de la concentracion de ATP

Para esta medicion se utilizé el kit de alta sensibilidad “ATP
Bioluminescense Assay Kit HS II” de Roche. La reaccion se basa en que en

presencia de la enzima luciferasa, el ATP presente en la muestra reacciona
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con la luciferina afiadida y oxigeno ambiental para dar AMP, pirofosfato,
CO,, oxiluciferina y luz. Como resultado de esta reacciéon 0,9 fotones se
liberan por molécula de ATP a una longitud de 562 nm. De este modo la
cantidad de luz emitida y medida por bioluminiscencia es proporcional a la
concentracion de ATP inicial.

La concentracion del contenido de ATP fue medida en muestras de
tejido cardiaco, congelado en nitrogeno liquido inmediatamente después de su
extraccion, y en células. En este ultimo caso, las células se sembraron a una
concentracion de 80.000 células por pocillo de placa de 24 pocillos el dia
previo a la medicion.

El primer paso del procedimiento implicaba la homogeneizacién de la
muestra en tampoén de lisis (100 mM Tris + 4 mM EDTA, pH: 7,5). Cuando
la muestra correspondid a un tejido, una vez pesado en balanza analitica de
alta sensibilidad se traspasé cada muestra a un tubo eppendorf, se afiadieron
300 pl del tampoén a cada una y se traté con un douncer especial para ese tipo
de tubo hasta su completa disociacion y se dejo a 4 °C hasta el proximo paso
del protocolo. Para células en cultivo, la homogeneizacion consiste en aspirar
el medio de cultivo y afiadir a cada pocillo el tampén de lisis y dejar a
temperatura ambiente en agitador orbital a 200 rpm durante 5 minutos y
posteriormente pipetear varias veces cada pocillo.

Una vez obtenidos los homogenados, fueron incubados durante 7

minutos a 95 °C. A continuacion, fueron centrifugados a 14.000 rpm durante

78



Metodologia

3 minutos para separar el sobrenadante de las membranas celulares. Luego se
traspasaron 50 ul de cada muestra y también de patrones de concentracion
conocida a una placa de 96 pocillos de paredes opacas. Finalmente se llevo la
placa al lector de microplacas Victor que previamente habia sido programado
para dispensar automaticamente 50 pl de una dilucion de luciferasa 1 en 10
del stock comercial en modalidad pocillo a pocillo y posterior lectura de la

luminiscencia de cada pocillo durante 10 segundos.

17. Medicion de la respiracion

El consumo de oxigeno de las fibras cardiacas fue medido en un
electrodo tipo Clark (Hansatech) a 37 °C. Una vez extraido, el corazon fue
lavado en PBS a 4 °C y con tijera se despreciaron los restos acompanantes. Se
lo pasé a una placa de Petri de 10 cm® de cristal que contenia medio de
respiracion compuesto por: 75 mM manitol, 25 mM sacarosa, 100 mM KCI,
10 mM Tris fosfato, pH 7,4 y 50 uM EDTA y mediante el uso de un bisturi y
una pinza se procedi6é a realizar cortes longitudinales de aproximadamente 3
mm de grosor. Posteriormente, se incuban las fibras obtenidas en agitacion
constante en el mismo medio de respiracion pero conteniendo saponina
50 uM para permeabilizar las fibras.

Cada una de estas fracciones fue puesta individualmente en la camara
del electrodo y se midid6 el consumo de oxigeno durante 5 minutos.

Transcurrido este tiempo, la muestra fue recuperada, se secd con papel
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absorbente y fue pesada en balanza analitica para la normalizacién del los
resultados. El ratio de respiracion se expresa en nmol O,/minuto/mg de tejido
Seco.

Para medir la respiracion en células, se cultivaron las células hasta una
confluencia del 50 % y se tripsinizaron. A continuacion, se realiz6 el recuento
celular y se llevaron las células a una concentracién final de un milléon de
células por ml. Para la medicion del consumo de oxigeno, se traspas6é 1 ml de
la suspension de celular previamente agitado a la camara del electrodo y se

midid el consumo durante 5 minutos.

18. Ensayo de viabilidad: MTT

Para medir la viabilidad celular, se utilizd el kit comercial MTT
(Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. El fundamento del
ensayo es la reduccion metabolica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa, que genera un compuesto de color azul-violeta (formazan).
La cantidad de formazan producido, cuya absorbancia se mide en un
espectrofotoémetro a 570 nm, es proporcional a la cantidad de células vivas.

Se sembraron 10.000 células por pocillo en placa de 96 pocillos, y
después de aplicar el tratamiento correspondiente al objetivo del experimento,
se afiadio la solucién de MTT y se permitio la formacion de los cristales de

formazan durante 2 hs a 37 °C en incubador. A continuacién se procedi6 a la
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solubilizacién de los cristales formados afiadiendo 100 pl del reactivo de

solubilizacion durante 1 hora en agitacion a baja rpm.

19. Medicion de la actividad enzimatica citocromo
¢ oxidasa

El complejo IV de la cadena respiratoria o citocromo c oxidasa permite
la oxidacién del citocromo ¢ siendo el aceptor natural de los electrones el
oxigeno, su actividad fue evaluada entonces por la desaparicion del citocromo
c reducido a 550 nm a 37 °C.

Para la determinacién de la actividad enzimética de la citocromo c
oxidasa se prepar6 una solucion madre 100 pM de citocromo ¢ en 50 mM
H,KPO4a pH 7. A continuacion se preparé una solucidon de referencia de
citocromo ¢ 100 % oxidado mediante la adicion de K;Fe,(CN)g a 1 ml de la
soluciéon de citocromo ¢ 100 puM previamente puesto en una cubeta de
espectrofotometria de 1 ml. Esta solucion resultante presentaba una
coloracion naranja-amarillenta.

Posteriormente, se prepard una solucion de referencia de citocromo c
100 % reducido mediante la adicion de Na,S;O0sa 1 ml de la solucién de
citocromo ¢ 100 pM previamente puesto en la cubeta de espectrofotometria
de 1 ml, que presentaba color rosado salmon.

Con el espectrofotometro cuya temperatura se habia ajustado

previamente a 37 °C, se realizaron lecturas a 550 nm de longitud de onda,
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comenzando con un blanco en una cubeta sin ninguna solucién (medicién en
aire). Seguidamente se midid la absorbancia de la solucién de referencia
100 % oxidada que debe ser de aproximadamente 0,7 OD. Luego se repitio la
lectura del blanco usando esta vez la solucion 100 % oxidada de citocromo c,
teniendo asi una absorbancia nula para una reduccién nula.

Posteriormente se midi6 la absorbancia de la solucién de referencia
100 % reducida y se anot6 la absorbancia de esta solucion, que debio estar en
el orden de 1,3 OD.

Finalmente, se fue reduciendo progresivamente la solucion madre de
citocromo ¢ de 100 pM con alicuotas de la solucién 100 % reducida hasta
obtener un porcentaje de reduccion del 85-90 % en la soluciéon madre con
respecto a la solucion 100 % reducida de citocromo c. Esta es la solucion de
trabajo para la medicion de la actividad especifica del citocromo c oxidasa.

Con una calibracion inicial del espectrofotémetro a 37 °C, 550 nm de
longitud de onda y el blanco realizado en aire, se afiadieron 980 pl de la
solucion de trabajo a la cubeta de 1 ml y se atemperd a 37 °C durante un par
de minutos.

Para la medicion, se afiadieron 20 pl de la solucion de fraccion proteica
enriquecida en mitocondrias de concentracion del orden de 2 mg/ml y se
registraron todos los valores de absorbancia cada 10 segundos durante 5

minutos.
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La férmula utilizada para tal fin es la siguiente:
(ABS t;- ABS t)/(t1-t)/18,5 x1/(20 x Conc Prot) x 1.000.000
Donde: ABS t;: Absorbancia a tiempo final.
ABS tj: Absorbancia a tiempo inicial.
T;: tiempo final en minutos.
To: tiempo inicial en minutos.
Coeficiente de extincién del citocromo c es e: 18,5 mM'cm™.
La actividad especifica se expresé en nanomoles/minutos/mg de

proteina.

20. Determinacion del RATIO CIV/CII + CIII

Para medir el contenido de citocromos del complejo IV de la cadena
respiratoria y el correspondiente a los complejos II y III se deben medir
ciertas absorbancias de las mitocondrias en diferentes soluciones a 37 °C.

En un primer momento se midi6 la absorbancia de 1 ml de muestra de
mitocondrias aisladas disueltas en tampon de respiracion: 75 mM manitol,
25 mM sacarosa, 100 mM KCI, 10 mM Tris fosfato, 10 mM Tris HCI pH 7,4
y 50 uM EDTA contenida en una cubeta de espectrofotometria de 1 ml y se
registraron las absorbancias correspondientes a: 603, 630, 562 y 575 nm. A
continuacién se afiadi6 a la misma cubeta Na,S,0, y se anotaron las

absorbancias correspondientes a las mimas longitudes de onda. Para finalizar,
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en la misma cubeta se afiadi6 K;Fe(CN)s y se registraron las mismas
absorbancias.

Para calcular el ratio CIV/(CII + CIII) se aplico la siguiente formula:
aa3: ABS 603 nm Na,S,0; — ABS 630 nm K;Fe(CN)¢/ (ABS 562 nm — ABS

575 nm)

21. Determinacion del contenido aa3

Para medir el contenido de citocromo del complejo IV de la cadena
respiratoria en las células en cultivo se procedid a obtener una suspencion
celular a una concentracion de 100.000 células por ml de tampoéon de
respiracion: 75 mM manitol, 25 mM sacarosa, 100 mM KCI, 10 mM Tris
fosfato, 10 mM Tris HCI pH 7,4 y 50 uM EDTA. Luego se colocd 1 ml de
suspension celular en una cubeta de espectrofotometria, se redujo con
Na,;S,0;y se registraron las absorbancias a 605 y 630 nm. A continuacion se
prepar6 la cubeta con 1 ml de suspension celular y se afiadiéo K;Fe(CN)gy se
registraron las absorbancias.

El calculo del contenido del citocromo aa3 es el siguiente:

aa3: ((ABS605.cq- ABS605.iq) (ABS 6304 - ABS6300yi4))/24000

22. Microscopia electronica

Se extrajeron los corazones de los ratones, se limpiaron de restos de
tejidos acompanantes y se fijaron en tampon glutaraldehido al 2 % en 0,1 M

cacodilato s6dico durante 6 h a 4 °C. Tras la fijacion, se realizaron 3 lavados
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en tampon 0,1 M cacodilato soédico a 4 °C. El Servicio de microscopia
electronica del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion de la
Universidad de Valencia llevo a cabo la postfijacion en 1 % tetradxido de
osmio, la deshidrataciéon en alcohol y la inclusién en resina Epoxi. Secciones
ultrafinas de 60 nm se montaron en rejillas de niquel y se tifieron con 2 %
acetato de uracilo y 2,7 % de citrato de plomo. Las muestras se analizaron por
microscopia electronica de transmision usando un microscopio Jeol JEM1010
a 60 kV. Las imagenes se adquirieron con una camara digital AMT RX80 (8

Mpx).

23. Inmunofluorescencia

Los corazones fueron perfundidos con PBS frio, posteriormente con
paraformaldehido 4 % y se incubaron en esta misma solucioén durante toda la
noche a 4 °C. A continuacion, cada corazén fue crioprotegido por pasajes
sucesivos en soluciones de sacarosa de 5 a 30 % durante 15 minutos en cada
una o hasta que cayera al fondo del tubo. Finalmente cada corazén fue
incluido en medio OCT en un molde especial para luego ser congelado en
nitrogeno liquido. Mediante el uso de criostato (Leica CMI1900) se
obtuvieron cortes de 8 um de espesor que luego fueron tefiidos. Los portas
sobre los que se colectaron las muestras habian sido previamente tratados con
gelatina para evitar el desprendimiento de los cortes. El dia de la tincidn, se

bloquearon los portas con una soluciéon de BSA 5 % durante 30 minutos y en
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esta misma solucion se incubaron los cortes con el anticuerpo primario, anti
hCOX-2 (Cayman). Tras un par de lavados con PBS, se incubaron los cortes
con el anticuerpo secundario marcado con fluoresceina (Molecular Probes).
Las muestras se analizaron en un microscopio vertical Leica DM6000 B

(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)

24. Técnica histologica

Una vez extraido el corazon, se fijo con solucién de paraformaldehido
4 % durante toda la noche. Luego se lavd cada muestra con PBS y se
mantuvo en solucion de alcohol etilico 70 % hasta su deshidratacién. A
continuacién se realizo la deshidratacion en cada muestra por pases sucesivos
en soluciones de etanol a concentraciones crecientes y finalmente se realizo el
paso de infiltraciéon en parafina (los pasos de deshidratacion e infiltracion
fueron realizados automéaticamente en el equipo Leica Microm STP 120).

Luego se confecciond un bloque de parafina con cada corazon
(Inclusor Leica Myr EC350-1-EC350-2) y se reservo a temperatura ambiente
hasta ser cortado. Los cortes de corazén se realizaron utilizando un
microtomo (Leica Microm HM340E) y se seleccion6 un grosor para ellos de
4 um, luego se montaron los portaobjetos con los cortes obtenidos y se
reservaron a temperatura ambiente hasta ser coloreados. Para la coloracion,
las muestras se desparafinaron y se hidrataron en pases sucesivos por xilol y

etanol a concentracion decreciente y finalmente se tifieron con solucién
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alcoholica-acética de eosina (Sigma Aldrich, 0,25 % p/vol) durante 5
minutos, se lavaron con abundante agua del grifo y se trataron durante 3
minutos con hematoxilina (Sigma Aldrich, 1 % p/vol). Luego de ser lavados
repetidamente con agua del grifo se sumergieron en solucion de Bouin
durante 30 segundos y se enjuagaron con agua. A continuacion, los cortes se
deshidrataron mediante pases sucesivos en concentraciones crecientes de

etanol y finalmente en xilol. Se dejaron secar y se montaron los portaobjetos

25. Analisis estadistico

Los datos se han expresado como medias + desvio estandar segun el
analisis estadistico realizado mediante el test de t de Student de dos colas o
ANOVA, considerandose estadisticamente significativo para * p<0,05, **

p<0,001 y *** p<0,0001 como se indica en cada caso.
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CAPITULO 1. Analisis del proteoma de
cardiomiocitos de raton con sobreexpresion de la

ciclooxigenasa 2 humana (hCOX-2)

1.1. Control de la expresion de hCOX-2

Una caracterizacion completa de la linea de ratébn con expresion
constitutiva y especifica en corazéon de la enzima humana ciclooxigenasa-2
(COX-2) fue hecha en el momento de obtencién de la misma (Inserte y col.
2009). A continuaciéon se exponen los resultados de las pruebas hechas durante

esta tesis para confirmacion del sistema de trabajo.

1.1.1.Genotipado de ratones

Para comprobar la insercion de la secuencia de hCOX-2 microinyectada, se
extrajo ADN de la cola de cada ratébn nacido y se lo evalué por PCR
convencional para detectar la amplificacion correspondiente a hCOX-2,
utilizando oligos especificos para el gen humano.

Como puede observarse en la Figura 24, los animales 5, 6, 8, 10, 11, 12y
15 habian heredado el transgén en su genoma (animales transgénicos - TG). Los
animales de la misma camada que no habian integrado el transgen (animales

silvestres, NO TG) fueron empleados como controles en los experimentos.
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Figura 24. Foto representativa de un genotipado de una camada de ratones. Imagen de un
gel de agarosa 2% para evaluar la amplificacion especifica de 325 pb de la secuencia
perteneciente a la hCOX-2 introducida.

1.1.2. Expresion de hCOX-2 en corazon

Como desde la caracterizacion de los animales transgénicos B6D2-Tg
(MHC-PTGS2)/Upme han transcurrido al menos 10 generaciones, lo primero que
se hizo fue comprobar nuevamente la correcta expresion de la enzima hCOX-2,
asi como su localizacién especifica en el cardiomiocito.

Para ello, se obtuvieron extractos proteicos totales de diferentes tejidos
como: higado, musculo esquelético o corazon y se busco la presencia de hCOX-2.
Sélo se detectd la proteina en corazén. En Figura 25 se muestran las bandas
obtenidas mediante la técnica de western blot en los extractos cardiacos,
utilizando anticuerpos anti-hCOX-2 (Stressgen, COX-030) y anti-Actina (Sigma).
Se puede apreciar una intensa banda en las dos muestras transgénicas mientras
que la banda correspondiente a hCOX-2 esta ausente en las muestras no

transgénicas.
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Figura 25. Expresion de hCOX-2 en ratones transgénicos (TG) y no transgénicos (NO
TG). En gel 10 % acrilamida/poliacrilamida, se cargaron 50 pg de extracto proteico total.
La separacion se hizo en condiciones reductoras y desnaturalizantes.

La expresion in situ de hCOX-2 en cortes de corazéon de ratones
transgénicos fue evaluada por inmunofluorescencia. Como se puede apreciar en
las fotografias representativas de contraste de fases (Figura 26), el corazon
presenta el estriado caracteristico de un musculo y dado que hCOX-2 fue
expresada bajo el promotor de la cadena pesada de la a —miosina que es un
promotor muy fuerte y especifico de cardiomiocitos, la fluorescencia procedente
de la deteccion de hCOX-2 permite visualizar este patrén estriado homogéneo
(Figura 26). Como era de esperar no se observo expresion de hCOX-2 en los

cortes de corazon de animales control 0 NO TG (Figura 26).

1.1.3. Produccion de PGE,

Los resultados obtenidos de la expresion de hCOX-2 detectada por
electroforesis e inmunodeteccion nos hicieron advertir la presencia de la
secuencia introducida en los animales transgénicos, pero no si la enzima era
funcional. Por tanto, se midi6 la concentracion del producto de la enzima,

expresandose como PGE,; por miligramo de tejido (Figura 27).
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Figura 26. Deteccion de hCOX-2 por inmunofluorescencia (IF). Corazones de animales

control (NO TG) y de animales con expresion constitutiva de hCOX-2 (TG) fueron
extraidos, fijados con paraformaldehido, crioprotegidos y procesados en criostato. Los
cortes de 8 micras obtenidos fueron bloqueados e incubados con el anticuerpo anti hCOX-
2 (Stressgene). Se muestran fotografias a 40X.

Como se ve en la Figura 27 los niveles de PGE, fueron siempre mayores en
los animales TG demostrando que la enzima era funcional.

Vale mencionar que la medida de la produccién de PGE, fue usada como
control de expresion de hCOX-2 en cada uno de los experimentos en que se

usaron animales transgénicos a lo largo de este trabajo de tesis.
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Figura 27. Concentracion de PGE; en corazon de los animales transgénicos. La PGE, fue
detectada por la técnica ELISA en corazones de ratones NO TG y TG referidos a mg de
corazén (*** corresponde a un p <0,001. n=10).

1.2. Proteomica en cardiomiocitos de ratones

Como ha sido mencionado en la introduccidon de esta tesis, los ratones con
expresion constitutiva de la ciclooxigenasa-2 humana (hCOX-2) en corazén
presentaban una proteccion basal ante episodios de isquemia-reperfusion (Inserte
y col. 2009). Se decidié entonces analizar, en colaboracidon con el Servicio de
Proteémica del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares, el perfil de
proteinas expresadas en estos animales versus el de los animales control con el
fin de comprender el papel de la COX-2 en el cardiomiocito.

En una primera etapa, se trabajo con cardiomiocitos aislados de ratones NO
TG y TG. Se utilizd6 una tasa de falsos positivos (FDRq) del 10 % y se
consideraron los cambios de expresion de al menos el doble entre ambas
condiciones. Asi, fueron detectadas 22 proteinas cuya expresion estaba
aumentada, y otras 6 cuya expresion estaba disminuida en los animales

transgénicos en relacion a los controles (Tabla 3).
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Tabla 3. Proteinas diferencialmente expresadas en TGhCOX-2. Se presentan ordenadas

segun su cambio de expresion. El valor normal estandarizado (Zq) se obtuvo dividiendo

el log, de cada proteina por su valor de varianza (Jorge y col. 2009). FDRgq, tasa de falsos

positivos.
Localizacion N°de
ID D ipcio Z FDR
Gen escripeton subcelular 4 d péptidos
Membrana
Citocromo ¢ oxidasa . . 7,70
P00405 Mtco2 subunidad 2 Ei‘;(;c;ndrlal 16,53 E-09 6
Proteina 1 conteniendo
QSROFS | Fahdl el doiminio Mitocondria rea6 | 231
Fumarilacetoacetato ’ E-08
hidrolasa
Membrana
Citocromo ¢ oxidasa 1,29
P19783 4il it ial ’ 6
7 Coxdi subunidad 4 isoform 1 Tm ocondria 16,03 E-07
interna
Membrana
Citocrom ¢ oxidasa . . 1,95
P12787 Cox5a subunidad 5A mltocondrlal 15,96 E-07 4
interna
[ubiquinona] 1 alfa Membrana 1.99
Q9D8B4 Ndufall NADH deshidrogenasa | mitocondrial 1591 E, 07 1
subunidad 11 interna .
Membrana
4,63
Q60932 Vdacl VDAC-1 mitocondrial 15,37 E, 06 7
externa
Proteina 2 conteniendo 7,64
6AYI5 tc2 5,28 ’ 1
Q Gpate el dominio G Patch 1. E-06
Membrana
Citocromo ¢ oxidasa . . 8,58
P19536 Cox5b subunidad 5B Ei‘;(;c;ndrlal 15,20 E-06 1
Proteina 42 conteniendo 789
Q8R2U7 Lrrc42 la repeticion rica en 14,97 E, 05 1
leucina
M
P56392 | Cox7al | Citocromo coxidasa mii)nclz)rjgfial 14,66 | 0,0001 | 1
. Al 9 bl
subunidad 7 interna
. . Membrana
P00397 | Mtcol :ﬂg;crfl‘g‘; lc oxidasa mitocondrial 14,55 | 0,0002 | 1
interna
Membrana
Q60930 Vdac2 VDAC-2 mitocondrial 14,42 | 0,0003 | 4
externa
Aspartato-beta-
A2AL77 | Asph spartato-beta 1435 | 0,0004 | 1

hidroxilasa

96




Resultados y desarrollo argumental

Proteina de union a

KW3 | Tri itopl. 4,12 | 0,001 1
Q99 riobp TRIO y F-actina Citoplasma 14, R
Membrana
Q60931 Vdac3 VDAC-3 mitocondrial 14,11 0,001 3
externa
Lamini - Matri
Q61292 Lamb2 aminina subunidad atriz 13,75 0,004 |
beta-2 extracelular
Transportador Membrana
Q791V5 | Mitch2 ansportaco mitocondrial 13,58 | 0,007 |1
mitocondrial 2 .
interna

Proteina 2 conteni
QIESS2 | Popdc2 roteina 2 conteniendo | e 1333 | 0018 |1
el dominio Popeye

Proteina 1 conteniendo
el dominio

RY 1 M 3,31 | 0,018 1
QOCRY7 | Gdpd glicerofosfodiester- embrana 13, ’
fosfodiesterasa
Tmem Proteina transmembrana
QI9DIR1 126b 126B Membrana 13,29 | 0,019 1
D3ZX78 Vom 2r16 | Proteina Vom2rl6 Membrana 13,28 | 0,019 1
Membrana
NAD(P
Q61941 Nnt (. ) mitocondrial 12,99 | 0,046 12
transhidrogenasa .
interna
Adenilat i
QYROYS5 | Akl Adenilato quinasa Citoplasma 13,20 | 0,025 |4
isoenzima 1
Aspartatoamino .
Q3UJH8 Gotl Citoplasma 13,94 | 0,002 1
transferasa
.. 8,16
Q8K3Q4 | Actn2 alfa 2 Actinina 14,73 E-05 1
Q3VO0K9 Pls1 Plastina-1 Citoplasma 1159 |0 1
LRRGT
Q6TUF7 00087 125,1 | 0 1

Las proteinas identificadas en el ensayo protedmico fueron analizadas in
silico usando el software Ingenuity Pathway Analysis (IPA), con el fin de
establecer las rutas canonicas afectadas por la sobreexpresion de la COX-2 en el
cardiomiocito. Considerando proteinas con cambios superiores a 1,5 veces y un

valor p menor de 0,05, las vias mas significativas correspondian a
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glicolisis/gluconeogénesis, fosforilacion oxidativa y disfuncién mitocondrial

(Figura 28).
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Germ Cell-Sertoli Cell Junction
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Figura 28. Las 10 vias metabdlicas mas afectadas por la expresion de hCOX-2 en
cardiomiocitos de raton. El analisis bioinformatico fue hecho con el software IPA. Las
vias se presentan segln su p value.

Como puede observarse en la Tabla 3, ademds de la proteina Porina o
VDAC (del inglés Voltage Dependent Anion Channel) que es la proteina
fundamental para el intercambio de metabolitos y iones entre el citosol celular y
la mitocondria, el perfil protedmico de los cardiomiocitos de los animales
transgénicos estaba dominado por proteinas relacionadas con la cadena
respiratoria (Figura 28).

Empleamos el método estadistico QUIXOT creado por el grupo del Dr. J.
Véazquez para calcular la probabilidad de categoria de cambiar de
significativamente con respecto al total de categorias, considerando en las
graficas el error cometido durante la cuantificacion (Jorge y col. 2009). A partir
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de este analisis se infirid6 que los cardiomiocitos aislados de los animales con
expresion constitutiva de hCOX-2 presentaban un aumento grupal de las
proteinas del complejo IV de la cadena respiratoria (Figura 29); si bien el
aumento absoluto e individual de cada proteina no era demasiado elevado, era el
incremento del conjunto de proteinas del complejo IV lo que era maés

significativo (Figura 29).

1.2 4
1
z 081 — All proteins
% OxPhos
&“ 0.6 Complex |
0.4 1 — Complex IV
02 — ComplexV
0
-10

Figura 29. Resultado del analisis protedmico de cardiomiocitos. Analisis estadistico de los
datos obtenidos ajustando a la curva de normalidad (All proteins). Los datos negativos
implican un aumento de expresion.

En una etapa siguiente, se comprobo si este perfil proteico estaba presente
también en mitocondrias aisladas de corazon de estos ratones que representa una
muestra mas pura y enriquecida en las proteinas de interés. Se encontrd, que en
este experimento el perfil proteico era semejante al observado en los

cardiomiocitos aislados.
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Tabla 4. Proteinas diferencialmente expresadas en mitocondrias aisladas de corazones de

animales TGhCOX-2. Se presentan ordenadas segin su cambio de expresion. El valor

normal estandarizado (Zq) se obtuvo dividiendo el log2 de cada proteina por su valor de

varianza (Jorge y col. 2009). FDRq, tasa de falsos positivos.

Localizacion N°de
1)) D ipcié Z FDR
Gen eseripeton subcelular q d péptidos
Citocromo ¢ oxidasa, | Vicmbrana 12,54 | 0,191 |8
P00405 Mtco2 © ,0 o ¢ oxidasa, mitocondrial ’ ’
subunidad 2 .
interna
Membrana
60932 2,21 | 0,268 10
Q Vdacl VDAC-1 mitochondrial 12, ’
externa
M
Ps6392 | | Citocromo c oxidasa, mz ii?gfial 12,00 | 0361 |1
subunidad 7A1 .
interna
Citocromo ¢ oxidasa, Membrana
P19783 ? 1,05 | 0,875 11
7 Cox4il subunidad 4 isoforma | mitocondrial t. 87
1 interna
M
P19536 Citocromo ¢ oxidasa, | MemPbrana 10,70 | 1,001 | 4
Cox5b . mitocondrial
subunidad 5B .
interna
Membrana
Q60930 Vdac2 VDAC-2 mitochondrial 10,57 1,006 | 7
externa
. . Membrana
P12787 Cox5a Citocromo ¢ oxidasa, mitocondrial 10,10 1,030 6
subunidad 5A .
interna
M
Q791V5 Transportador embrana 10,04 | 0,998 |5
Mtch2 . . mitocondrial
mitocondrial 2 .
interna
Membrana
60931 0,32 1,052 5
Q Vdac3 VDAC-3 mitocondrial 10, ’
externa
M
P00397 Citocromo ¢ oxidasa, | Vicmorana 10,65 | 0,985 |2
Mtcol . mitocondrial
subunidad 1 .
interna
1 alfa NADH Membrana
Q9D8B4 Ndufall deshld.rogenasa mitocondrial 11,34 | 0,712 2
subunidad 11 .
- interna
[ubiquinona]
Membrana
Q61941 NAD(P) . . 14,27 10,002 | 25
Nnt . mitocondrial
transhidrogenasa .
interna
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1.3. Recuperacion de mitocondrias a partir de tejido

Una de las cuestiones a considerar sobre el aumento de las proteinas
mitocondriales observado en muestras con expresion constitutiva de
ciclooxigenasa-2 humana (hCOX-2), era evaluar si el numero de mitocondrias
por mg de tejido cardiaco era diferente entre las muestras de ratones transgénicos
(TG) y los no transgénicos (NO TG).

Para esto hicimos un andlisis en 22 animales divididos equitativamente
segiin edad y peso en los siguientes tres grupos: NO TG, TGy TG + DFU.

Se extrajo cada corazon, se limpié de tejidos acompafantes, fue pesado en
balanza analitica de alta sensibilidad y a continuacion, se procedio al aislamiento
de las mitocondrias de cada uno. Para los calculos se refirio la cantidad de
proteina aislada de mitocondria con el peso de la porcion de tejido de la que
provenia.

En general, los ratones no transgénicos, transgénicos y transgénicos
tratados con el inhibidor especifico de COX-2, DFU, tienen una recuperacion
similar de mitocondrias y no se encuentran diferencias significativas entre los

diferentes grupos analizados (Figura 30).

1.4. Biogénesis mitocondrial

Los resultados anteriores apuntaban a que el incremento en las proteinas

mitocondriales no era debido a un incremento en la cantidad de mitocondrias.
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Para confirmar definitivamente este dato, analizamos el nimero y estructura de

las mitocondrias usando microscopia electrénica.
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ug Prot. mitocondrial recuperada/ mg corazén

Figura 30. Recuperacion mitocondrias por mg de tejido. Se representa los pg de proteina
mitocondrial aislada por mg de corazén. n=8 en TG DFU y n=7 en grupos DMSO

Tras fijar los corazones en glutaraldehido, en condiciones que asegurasen
la integridad mitocondrial se incluyeron en resina epoxi y se realizaron secciones
ultrafinas de 60 nm montadas en rejillas de niquel, tras lo cual se tifieron con
acetato de uranilo y citrato de plomo.

El nimero de mitocondrias detectadas no fue significativamente diferente
entre los corazones de los animales control y los animales transgénicos (Figura
31A). Igualmente, no se encontraron diferencias en la longitud media de las
mitocondrias en ambos grupos (Figura 31B), ni observamos diferencias

estructurales en las crestas mitocondriales (Figura 31C-D).
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Figura 31. Microscopia de transmision de electrones llevada a cabo en corazones de
ratones control (NO TG; n=6) y ratones que sobreexpresan hCOX-2 especificamente en
cardiomiocitos (TG; n=6) de 12 semanas de edad. (A) El nimero de mitocondrias se
contod en 15 secciones de cada muestra a una magnificacion x1200. Datos representan el
promedio obtenido en cada seccion £SD. B) Longitud de las mitocondrias analizadas en
10 secciones de cada muestra a una magnificacion x3000. Datos representan el promedio
obtenido en cada seccion y por animal £SD. (C-D) Imagenes representativas de corazones
de animal control (C) y transgénico (D). Magnificacion x6000, barra de escala=600nm.

1.5. Analisis de los complejos respiratorios mitocondriales

por inmunodeteccion

Para validar los resultados obtenidos en el andlisis del perfil proteico de
ratones con expresion constitutiva de hCOX-2 a partir de sus cardiomiocitos o de
sus mitocondrias aisladas, decidimos analizar la expresion de los complejos

respiratorios mitocondriales por la técnica de western blot. Para este experimento,
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hemos trabajado con mitocondrias aisladas por grupos de muestras (Pool) siendo
estas de animales transgénicos (TG) o no transgénicos (NO TG).

En un primer paso, con el fin de acercarnos al estudio de todos los
complejos de la cadena respiratoria, utilizamos una mezcla comercial de
anticuerpos contra diferentes subunidades de los complejos respiratorios,
especificamente: Anti CI: 20 KDa, Anti CII: 30 KDa, Anti CIII core 2: 48 KDa,
Anti sub I CIV: 40 KDa y Anti ATPsa s CV: 55 KDa. En la Figura 32A se
muestran los complejos respiratorios obtenidos a partir 30 pg de mitocondrias
aisladas por carril en gel al 10 % acrilamida/bisacrilamida (detalles en Material y
Métodos). No se detectaron cambios en la expresion de las subunidades
estudiadas en muestras de proteinas aisladas de mitocondrias de ratones NO TG y
TG.

A continuacion, se procedid al estudio individual de las subunidades II y
IV del complejo IV en geles con un 15 % de acrilamida/bisacrilamida. La
seleccion de estas subunidades respiratorias para el estudio se realizé de acuerdo
a los valores estadisticos del analisis protedmico (mostrados en la Tabla 3),
siendo los criterios: la cuantificacion, el error estadistico y el nimero de péptidos
contabilizados por proteina.

La Figura 32B (panel izquierdo) muestra una foto representativa de la
expresion de la Sub II del CIV; la densitometria de la banda especifica frente a la
banda de NDUFAS utilizada como control de carga (Figura 32B panel inferior

izquierdo), revela una expresion levemente aumentada de esta subunidad en la
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muestra TG. Por su parte, el resultado de la densitometria de la subunidad IV del
complejo IV, indica una expresion similar en ambas muestras, NO TG y TG
utilizando como control de carga la proteina NDUFAS del complejo CI, (Figura
32B, paneles derechos).

Por otro lado, estudiamos la proteina Porina, también llamada VDAC, cuya
expresion apareci6é fuertemente modificada en el analisis protedmico, como se
observa en la Tabla 3. En la Figura 32C se muestra la expresion de esta proteina
en gel al 10 % acrilamida/bisacrilamida; el estudio de la densidad de las bandas
reveld una expresion significativamente mayor en las muestras TG respecto de
las NO TG (Figura 32C, panel inferior). Como control de carga se utiliz6 la

proteina de expresion mitocondrial TOMM20.

1.6. Analisis de los supercomplejos respiratorios

mitocondriales por inmunodeteccion

Ademés de los complejos respiratorios tradicionalmente conocidos, se ha
descrito la existencia de asociaciones entre estos y han recibido el nombre de
supercomplejos respiratorios [revisado en (Acin-Perez y Enriquez 2014; Genova

y Lenaz 2014; Vartak y col. 2013)].
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Figura 32. Analisis de la expresion de los complejos respiratorios mitocondriales en
condiciones desnaturalizantes y reductoras. 30 pg por calle de gel acrilamida-

bisacrilamida al 10 % (VDAC y Mitoprofile) o 15 % (subIl y sub IV). A. Complejos
respiratorios CI, CII, CIII, CIV y CV en mitocondrias aisladas analizados con la mezcla
de anticuerpos Mitoprofile. B, panel derecho. Expresion de la subunidad II del CIV. B,

panel izquierdo. Expresion de la subunidad IV del CIV. C. Expresion de VDAC en

mitocondria Se observa una diferencia significativa con un p<0,05. n=5 .

Dado que no encontramos diferencias significativas en electroforesis en

condiciones desnaturalizantes y reductoras mediante el uso de anticuerpos
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especificos anti Sub II y Sub IV, decidimos profundizar nuestro estudio
analizando la presencia de los supercomplejos respiratorios en condiciones
nativas en las mitocondrias aisladas de ratones con expresion cardiaca estable de
hCOX-2 y en ratones control. Se detectdé la formacion de 3 supercomplejos
(Figura 33A):

* El supercomplejo formado por CI-CIV, banda *1

* El supercomplejo de CIII y CIV, banda *2

* El supercomplejo de CI-CIII-CIV, banda *3 y ademas se detectd una

banda adicional (banda 4*) que corresponde al CIV.

Con el anticuerpo que reconoce la subunidad NDUFAS5 que forma parte del
CI, se encuentra el mismo perfil de bandas entre las muestras NO TG y TG
(Figura 33A, segundo panel). Sin embargo, con el anticuerpo anti CIII en la
muestra TG es posible reconocer una banda practicamente imperceptible en la
muestra NO TG, observandose también una mayor expresion de todas las bandas
para la muestra TG (Figura 33A, tercer panel). El resultado de la deteccion del
anticuerpo anti subunidad II del CIV demuestra que las bandas superiores de la
muestra TG practicamente no estan expresadas en la muestra NO TG (Figura
33A, cuarto panel). Los resultados de este ultimo indican que la intensidad de las
bandas en las que participa el CIV son mayores en los ratones TG que en los NO

TG (Figura 33B).
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Figura 33. Expresion de supercomplejos respiratorios. A. Primer panel, gel nativo tefiido
con Azul de Coomasie (BNE). Membranas marcadas con anticuerpos anti CI, CIlIl y CIV
(paneles 2°, 3° y 4°). Se sembraron 100 pg de mitocondrias aisladas frescas por calle. B.
Cuantificacion de bandas obtenidas correspondientes a los supercomplejos. Utilizando
TOMM 20 como control de carga.

1.7. Expresion de ARNm de las subunidades 1 y Il del CIV y
VDAC

Para elucidar si las alteraciones en los niveles de proteinas eran debidas a

cambios en la transcripcion, se estudid el nivel de expresion génica de la
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subunidad I del complejo respiratorio IV (Sub I), la subunidad II del mismo
complejo (Sub II) y el gen Vdac. La eleccion de estos tres genes se llevo a cabo
teniendo en cuenta las diferencias observadas en los niveles de expresion de la
proteina codificada encontrados en el anlisis proteico. Asi, la subunidad II y la
proteina VDAC mostraban mayores niveles de expresion, mientras que la
subunidad I no variaba y, por ello, la consideramos como control del analisis.
Para el experimento se utilizaron tres grupos de muestras: animales control (NO
TG), animales que expresaban la hCOX-2 en el cardiomiocito (TG) y los mismos

animales tratados con el inhibidor DFU (TG DFU).
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Figura 34. Expresion génica de la subunidad I (Sub 1), I1 (Sub II) del complejo IV de la
cadena respiratoria y del gen Vdac. El analisis de la expresion se realizé a partir de
ratones silvestres (NO TG, n=14), ratones que sobreexpresan hCOX-2 (TG, n=15) y
animales transgénicos tratados con DFU (TG DFU, n=9). Los cambios de expresion se
representan como log de la segunda derivada del Ct, normalizada con respecto a la
cantidad de GAPDH y tomando como control los valores obtenidos en los animales NO
TG. Los resultados se grafican como medias + SD

En cualquiera de los tres genes estudiados, dada la variabilidad inter e

intramuestras, no observamos diferencias significativas bien entre grupo control y
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el grupo transgénico (como es el caso de la Sub II), como entre el grupo
transgénico y transgénico DFU (especialmente evidente en el gen Vdac) (Figura
34).

Para corroborar que la enzima hCOX-2 era activa en los animales
transgénicos, medimos la concentracion de PGE, en cada una de las muestras
utilizadas en este experimento. Encontramos también, una alta variabilidad en los
tres grupos de muestras estudiados. Como puede observarse en la Figura 35, los
animales transgénicos presentaban niveles de PGE, significativamente elevados,
mientras que el grupo de animales transgénicos tratados con DFU presentaban
valores de PGE,; similares al grupo NO TG, indicando que habia sido efectivo el

tratamiento con el inhibidor de COX-2.

NO TG 6 1G DFU

Figura 35. Niveles de PGE, en las muestras estudiadas para la expresion génica de sub Iy
sub II de CIV y VDAC. Los resultados se grafican como medias + SD. * p 0,01. NO TG
n=14. TGn= 15y TG DFU n=9.

1.8. Consumo de oxigeno en fibras cardiacas

Dado que los resultados de la protedmica destacaban una mayor expresion

de proteinas mitocondriales en los ratones con expresion constitutiva de hCOX-2
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decidimos estudiar la funcionalidad de las mitocondrias de estos animales con
respecto a las de animales control. Asi en un primer acercamiento a la funcidén
mitocondrial medimos el consumo de oxigeno.

Tras el aislamiento de fibras cardiacas de ratones NO TG y TG se midi6 su
consumo de oxigeno utilizando un electrodo de Clark. La media de consumo de
O, para el grupo NO TG fue de 2,4 pmolO,/min/mg de tejido y la correspondiente
al grupo TG de 3,5 pmolO,/min/mg de tejido (Figura 36). Lo que corresponde a

un aumento del 45,8 % el consumo de oxigeno del grupo TG respecto al NO TG.

59 *
D 4
2 4
<
E 34 T
)
o ot
g 2
2
o
0 T
O«C’ <o
KN

Figura 36. Consumo de oxigeno en fibras cardiacas. Se aislaron y permeabilizaron fibras
cardiacas de raton NO TG y TG. Los resultados se grafican como medias + SD. * p<(0,01.
n=3 por triplicado.

1.9. Determinacion de la actividad enzimatica de Citocromo

¢ Oxidasa

Para evaluar si la expresion aumentada de las subunidades de la citocromo
c oxidasa revelada por el analisis protedmico, se veia reflejada en la actividad de
la enzima, se realizaron determinaciones de la actividad enzimadtica especifica de

dicha enzima por espectrofotometria en homogenados de corazén. Para ello se
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realizaron experimentos en los que se revelaba la relacion entre hCOX-2 y la
actividad enzimdtica del CIV. Se trabajé entonces con los siguientes tres grupos
de ratones: NO TG, TG y TG tratados con DFU intraperitoneal a concentracion 5
mg/Kg durante tres dias (TG + DFU) y una dosis de refuerzo 40 minutos antes de
ser sacrificados. Debido a que el DFU se disuelve en DMSO, los grupos TG y
NO TG recibieron la misma concentracion de DMSO, por la misma via, que el
grupo tratado con DFU, de 0,5 %.

Se observd que los ratones transgénicos con expresion constitutiva de
hCOX-2 en corazén presentan mayor actividad enzimatica del CIV (Figura 37).
Este efecto es especifico, ya que los resultados obtenidos indican que la actividad
enzimatica del CIV de la cadena respiratoria en el grupo de ratones transgénicos
tratados con el inhibidor selectivo de COX-2 disminuyen a valores similares a los

observados para el grupo control (Figura 37).
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Figura 37. Efecto de la inhibicion de COX-2 en la actividad del CIV. Ratones
transgénicos (TG) con expresion de hCOX-2 se trataron con DFU y se compard la
actividad enzimatica del CIV con respecto a ratones NO TG y TG sin inhibicion. Los
resultados se grafican como medias £ SD. p<0,05. ** NO TG vs TG. ## TG vs TG +
DFU. n=9 por triplicado.
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De cada muestra se guard6 una pequefia porcion de corazon que se congeld
inmediatamente en nitrégeno liquido y se almaceno a -80 °C hasta su utilizacion
en la determinacion de la concentracion de PGE,. La determinacion de la
concentracion de PGE, demostro la correcta funcionalidad de la enzima hCOX-2

y que dicha enzima responde al tratamiento con el inhibidor especifico DFU

(Figura 38).

1000+

pg PGE2/mg de tejido

Figura 38. Determinacion de PGE, en las muestras de corazon de ratones TG, NO TG y
TG DFU en los cuales se midié la actividad Citocromo ¢ Oxidasa. El ratio de PGE,
TG/NO TG =9. Los resultados se grafican como medias = SD.* p <0,01 entre NO TG vs
TGy TG vs TG+DFU.

1.10. Relacion entre CIV y complejos CII + CIII

Otra medida experimental que nos permitié comparar la actividad del CIV
entre los ratones TG con expresion estable de hCOX-2 y los NO TG consistio en

medir la absorbancia del citocromo aa3 propio del CIV y referirla a la

113



Resultados y desarrollo argumental

absorbancia de los citocromos pertenecientes a los complejos respiratorios CII y
CIIIL.

Para esta determinacion, se trabajé con mitocondrias aisladas de ratones
NO TG y TG. La eleccion de la muestra estuvo fundamentada en la necesidad de
reducir las absorbancias no deseadas de otros componentes celulares como por
ejemplo la hemoglobina.

Los resultados indican que existe una tendencia a un mayor contenido de
CIV en el grupo transgénico versus el grupo control reforzando los resultados

anteriores de un aumento en la actividad citocromo ¢ oxidasa (Figura 39).

5-
4-
S 3
o I
S 21
3}
1 -
C L
O«C’ "
e

Figura 39. Ratio CIV/ CII + CIII en ratones TG y NO TG. Los resultados se grafican
como medias + SD. n=3

1.11. Determinacion de los niveles de ATP en el modelo

animal

Otro indicador de la funcién mitocondrial es el nivel intracelular de ATP.
En condiciones de normoxia, mas del 95 % del ATP en el corazon se produce en

la fosforilacion oxidativa de la mitocondria, en el Complejo V o ATP Sintasa. El
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resto proviene de la glucélisis y mucha menor medida del ciclo de Krebs (Doenst
y col. 2013).

Hemos medido el contenido de ATP mediante el uso de un ensayo de
bioluminiscencia y hemos elegido la fraccién apical de cada corazén para
estandarizar la toma de muestra.

Los resultados indican que los ratones TG no solo tienen una expresion
constitutiva de hCOX-2 como vimos previamente, sino que ademdas presentan

mayor nivel de ATP en el corazon que los NO TG (Figura 40).
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Figura 40. Nivel de ATP. Se midi6 la concentraciéon de ATP por mg de tejido. La
determinacion se hizo en pool de homogenados. Los resultados se grafican como medias
+ SD. ** p 0,05. n=4.

1.12. Tratamiento con Isoproterenol de ratones NO TG y

TG con expresion constitutiva de hCOX-2 en corazén

Una vez determinado el efecto de la expresion de hCOX-2 en la cadena
respiratoria, quisimos profundizar en el estudio de la actividad del CIV en la
fisiopatologia cardiaca en un modelo in vivo de dafio cardiaco. Para ello se aplicd

un tratamiento con isoproterenol (ISO) a dosis diarias subcutdneas de 150 mg/kg
115



Resultados y desarrollo argumental

durante 5 dias, como se ha descrito en la bibliografia (Hsu y col. 2013). El
isoproterenol es una sustancia simpaticomimética que actia a nivel de los
receptores B-adrenérgicos. Sobre arteriolas y musculo liso produce vasodilatacion
y sobre el corazon tiene un efecto inotrépico-cronotropico positivo. El
isoproterenol es utilizado en investigacion para producir lesiéon en el corazon
(Faulx y col. 2005), y aunque la informacion que aporta no es semejante al
método de ligacion de arterias coronarias, resulta util para estudiar el
funcionamiento del tejido cardiaco ante una agresiéon y siendo de menor
complejidad en su realizacion.

Los resultados indican que los ratones con expresion constitutiva de
hCOX-2 en corazén tratados con isoproterenol presentaban mayor actividad
enzimatica especifica del CIV que la observada para el grupo NO TG con el
mismo tratamiento (Figura 41). El tratamiento con isoproterenol practicamente no
modifico la actividad enzimatica encontrada para la enzima citocromo c oxidasa,
de este modo la relacion entre TG y NO TG se mantentuvo invariable (Figura
41). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre NO TG salino y NO

TG ISO (Figura 41).
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Figura 41. Actividad del CIV en dafio cardiaco mediado por Isoproterenol. Determinacion
de la actividad de la citocromo ¢ oxidasa (CIV) medida por espectrofotometria en
homogenados de corazon en animales NO TG y TG contratamiento de ISO SC 150

mg/Kg durante 5 dias. Los resultados se grafican como medias = SD. * p<0,05 NO TG vs
TG, # p<0,01 NO TG +ISO vs TG +1SO.n=5

Histoloégicamente, el tratamiento con isoproterenol caus6, en ambos
grupos de animales, inflamacion multifocal e inicio de fibrosis, mostrando los
mismos signos de malignidad (Figura 42A-B). El uso de la tincion tricromica de
Masson, una técnica de coloracion especial que permite visualizar fibras de
colageno, ratifico lo observado con la tincion de hematoxilina/eosina al no
observarse diferencias significativas entre los grupos de animales estudiados

(Figura 42C-D)
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Figura 42: Analisis histologico de ratones tratados con isoproterenol. Animales control
(A, C) o transgénicos (B,D) fueron tratados durante 5 dias con 150 mg/kg de
isoproterenol sacrificando a los animales 48 h después de la ultima dosis suministrada.
Secciones parafinadas de 4 pm fueron tefiidas con hematoxilina/eosina (H&E; A-B) o
tincidn tricromica de Masson para analizar lesiones (C-D). Se muestran imagenes
representativas de las lesiones fibroticas detectadas (flechas azules). Las imagenes
tefiidas con H&E fueron tomadas con un objetivo 20X mientras que las correspondientes
a la tincion de Masson fueron tomadas con un objetivo 2,5X.

118



Resultados y desarrollo argumental

CAPITULO 2. ESTUDIO DEL PAPEL DE COX-2
EN LA MITOCONDRIA EN UNA LINEA DE
CELULAS CARDIACAS

2.1. Caracterizacion de la linea celular H9¢2 hCOX-2

Para profundizar nuestro estudio sobre el papel de hCOX-2 en la funcién
cardiaca en el modelo animal, decidimos generar un modelo celular para este
estudio, y para ello utilizamos las células H9¢2, una linea cardiaca de rata que ha
sido utilizada y validada como modelo de cardiomiocitos (Watkins y col. 2011;
Zordoky y El-Kadi 2007).

Estas células, H9¢2, fueron transfectadas con vector vacio (CAGIP) o con
vector conteniendo la secuencia hCOX-2 (CAGIP-hCOX-2), una vez obtenidos
los clones resistentes a la seleccion con puromicina con expresion de hCOX-2 y
los clones transfectados con el vector vacio CAGIP (CONTROL) procedimos a
caracterizar la linea celular buscando la expresion de hCOX-2 a distintos niveles
celulares. Hemos trabajado en todos los experimentos con una poblacion
policlonal de células resistentes seleccionadas con puromicina, en ningin caso
hemos invididualizado clones. En el panel A de la Figura 43 se presenta una foto
tomada con microscopia Optica de células H9c2 antes de ser transfectadas. En
este nivel de confluencia, algunas células comienzan a adquirir la forma
fusiforme que puede llegar a ser muy alargada y comun a todas las células de la
superficies de cultivo. En la Figura 43B se muestran las bandas de hCOX-2

obtenidas utilizando la técnica de western blot a partir de extractos proteicos
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totales. En el panel C se grafican los niveles de PGE, obtenidos en sobrenadantes
de cultivos de células sin transfectar, en células control (transfectadas con el
vector vacio) y en poblaciones policlonales con expresion de hCOX-2.
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Figura 43. Caracterizacion de la linea policlonal hCOX-2 obtenida por transfeccion
estable de células H9c2. A. Fotografia a 20X de células H9¢2. B Expresion proteica de
hCOX-2 en clones estables Control (transfectados con vector vacio CAGIP) y en clones
hCOX-2 (CAGIPhCOX-2) en extractos proteicos totales utilizando western blot en gel al
10 % acril/bisacril. El anticuerpo utilizado monoclonal anti hCOX-2 (Stressgen) y como
control de carga actina (Sigma Aldrich). C. Nivel de expresion de PGE, en cultivo
celular. H9¢2 CONTROL vs H9¢2 hCOX-2 *** p<0,001. H9¢2 vs H9¢c2 hCOX-2 ###
p<0,001.D. Expresion de ARNm para la COX-2 endogena y exdgena. Los resultados se
grafican como medias + SD. p 0,05. N=5.
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La comparacion de la expresion de ARNm de COX-2 enddgena y de
hCOX-2, en condiciones basales de cultivo, resultd en valores similares de
expresion de COX-2 enddgena (de rata) en las células control y en aquellas que
contenian hCOX-2 (Figura 43D, panel superior). Sin embargo, cuando se midio
la expresion de hCOX-2 la diferencia fue alrededor de 50 veces superior en

aquellas células que contenian el gen humano (Figura 43D, panel inferior).

2.2. Localizacion de hCOX-2 en células en condiciones

basales

La localizacion subcelular normal de las ciclooxigenasas es la region
perinuclear y el reticulo endopldsmico. Nos preguntamos entonces si tras inducir
la expresion de hCOX-2 en nuestro modelo se imitaria la localizacion de la
proteina endogena o si, al encontrarse en una mayor cantidad, se depositaria en
alguna otra region.

Tras la obtencion de extracto proteico total, citosolico y enriquecido en
mitocondrias de células control y de células transfectadas establemente con
hCOX-2 (hCOX-2), se procediéo a buscar la localizacion de hCOX-2 en los
diferentes extractos mediante western blot. Como se puede observar en la Figura
44, hCOX-2 esta ausente en todos los extractos obtenidos a partir de las células
control (H9c2 CAGIP) quedando demostrado que el anticuerpo utilizado es
especifico para la especie humana. hCOX-2 ha sido detectada en extracto total y

en el extracto enriquecido en mitocondrias pero esta ausente en citosol.
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Esta localizacion fue observada también para células hCOX-2 tratradas con
DFU.

Aunque esta aparicidon en mitocondrias podria ser debida a una
contaminaciéon con membranas del reticulo endopldsmico en la fraccién del
extracto mitocondrial, se ha descrito la deteccion de COX-2 en mitocondrias de

lineas tumorales mediante el uso de microscopia (Liou y col. 2005).
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Figura 44. Localizacion subcelular de hCOX-2 en extractos celulares de células
transfectantes estables con hCOX-2, células con tratamiento de inhibicion de hCOX-2 y

células control. Se cargaron 20 pg de extracto proteico en cada carril de gel al 8 %
acrilamida/bisacrilamida y se detectaron con el anticuerpo anti-hCOX-2 (Cayman). 1-
Control extracto total. 2- Control extracto citosélico. 3- extracto mitocondrial. 4- hCOX-2
extracto total. 5- hCOX-2 extracto citosolico. 6- hCOX-2 extracto mitocondrial.

2.3. Medicion de la respiracion celular

El andlisis protedmico de células con expresion de hCOX-2 y las células
control resultd en un perfil similar al obtenido en el modelo animal aunque con
menor robustez estadistica (resultados no mostrados). Con la premisa de que la
expresion constitutiva de hCOX-2 tenia como consecuencia una mayor expresion
de proteinas mitocondriales, decidimos medir la respiracion celular utilizando un
electrodo de Clark. Con este fin se hicieron distintos experimentos utilizando
DFU, el inhibidor selectivo de COX-2 en células H9¢c2 hCOX-2, y la adicién de

PGE, exodgena a células control (Mayoral y col. 2008). Se trataron las células
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H9c2 control con 105 pg/ml de PGE, exdgena durante 3 dias previos al
experimento y en paralelo células H9¢c2 hCOX-2 con DFU a concentracion final
de 5 uM durante el mismo tiempo.

Se observo que las células que expresaban establemente el enzima hCOX-2
presentaban mayor consumo de oxigeno por unidad de tiempo, lo que se
corresponde con un enzima funcional y correlaciona con los altos niveles de
PGE, encontrados en los sobrenadantes del medio de crecimiento de estas células
en los distintos experimentos (Figura 45).

Cuando se midi6 la respiracion celular en presencia del inhibidor DFU se
observo una disminucion del nivel de consumo de oxigeno en las células
transfectadas de forma estable con hCOX-2, alcanzando entonces los niveles
observados para las células control. Sin embrago el nivel del consumo de oxigeno

no aumentaba en las células control tras la adicién de PGE, (Figura 45).
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Figura 45. Respiracion celular. Efecto de DFU y PGE; en la respiracion. Los resultados se
grafican como medias + SD.** ¢ ## p<0,05. n=9.
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2.4. Capacidad de Proliferacion en medio aerdbico

Dado el mayor consumo de oxigeno y la localizacién mitocondrial de
hCOX-2, nos preguntamos si la expresion estable de la enzima hCOX-2 conferia
a las células alguna ventaja o capacidad para desarrollarse en un medio exigente
que forzara a la células a utilizar la galactosa como fuente de energia,
permitiendo la supervivencia de las células so6lo si estdn son capaces de prescindir
de la glucolisis y obtener energia a partir de la fosforilacion oxidativa.

En la figura 44 se muestran los resultados obtenidos. No encontramos
diferencias en la velocidad de crecimiento para ambas lineas celulares y medios,
resultando asi que estas células son capaces de vivir y multiplicarse en
indistintamente en ambos medios. Pocas lineas celulares presentan esta capacidad

de adaptacion.
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Figura 46. Proliferacion celular en medio glucolitico y en medio oxidativo. Se realizo el

recuento celular de células control y de células transfectadas estables con hCOX-2 en
diferentes medios de crecimiento. n= 3
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Rana y col. describieron la capacidad de las células H9c2 de crecer en un
medio glucolitico y en un medio oxidativo, con el mismo contenido celular de

ATP (Ranay col. 2011),

2.5. Actividad enzimatica del complejo IV en extractos

celulares

Entre las proteinas con expresion aumentada en las células H9¢2 hCOX-2
se identificaron ciertas subunidades del CIV. A raiz de lo cual se decidi6 analizar
entonces, la actividad enzimatica especifica de este complejo respiratorio por
espectrofotometria.

Para determinar la actividad enzimatica especifica de la citocromo ¢
oxidasa o complejo respiratorio IV (CIV), se obtuvieron extractos proteicos
enriquecidos en mitocondrias e incluso mitocondrias aisladas y se empled el

método espectrofotométrico.
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Figura 47. Actividad enzimatica del CIV en células de cultivo. Los resultados se grafican
como medias + SD. n= 4 por triplicado.
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Los resultados obtenidos en ambas muestras son coincidentes y revelan que
no existen diferencias entre células H9¢c2 control y células H9¢2 hCOX-2 (Figura

47).

2.6. Contenido de citocromo aa3

Para ampliar el estudio de la funcién mitocondrial en las células H9c2
hCOX-2, se decidié medir el contenido de los grupos hemos aa3 correspondientes
a la subunidad II del complejo cuatro (CIV) de la cadena respiratoria. Esta
determinacion se midid por espectrofotometria en una suspension celular. La
diferente absorbancia a 605 y a 630 nm durante la oxidacion y la reduccioén
maxima de este complejo inducida quimicamente, se usa para determinar la
concentracion absoluta del contenido de citocromo c oxidasa (Balaban y col.
1996).

El resultado indica que las células H9¢2 que expresan hCOX-2 presentan
mayor contenido de citocromo aa3 que aquellas que solo llevaban el vector

(Figura 48).
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Figura 48. Contenido de aa3 por millon de células en suspension. Los resultados se
grafican como medias + SD. N= 3 por triplicado. (** p<0,007).

2.7. Concentracion de ATP en el modelo celular

El ATP es el metabolito de transferencia de energia en la célula por
excelencia, en condiciones basales es producido mayormente en la mitocondria y
es usado a nivel de investigacion como parametro para evaluar la funcion

mitocondrial.

ATP uM/ml

Figura 49. Concentracion de ATP en células. Tras obtener el lisado celular, se midi6 por
bioluminiscencia la concentracion de ATP de células control y de células hCOX-2. Los
resultados se grafican como medias + SD. (¥*** p<0,001). N=15.
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La determinacion del contenido celular de ATP en las células H9C2, indica
que las células que expresan establemente hCOX-2 presentan una mayor

concentracion de ATP (Figura 49).

2.8. Evaluacion de la viabilidad celular en condiciones de

Inhibicion Metabdlica

Nuestro grupo ha describié en 2009 que la expresion constitutiva de
hCOX-2, en corazén de los ratones, les conferia proteccion ante una situacion de
isquemia y reperfusion inducida en un sistema de Langendorff (Inserte y col.
2009). Para estudiar los efectos de la isquemia y reperfusion in vitro se utilizan
distintos procedimientos. Uno de ellos es tratar las células con una solucion de
Inhibicion Metabolica (IM) que simula una isquemia por la falta de nutrientes y
de oxigeno, seguido del reemplazo de esta solucidon por medio de crecimiento
celular que simula la reperfusion y el consecuente aporte de metabolitos (Gottlieb
y col. 1996).

Cuando aplicamos este procedimiento a nuestras células y analizamos la
viabilidad por el método de MTT, encontramos que las células control y hCOX-2
tienen el mismo porcentaje de viabilidad en condiciones normales de cultivo
(Figura 50). Sin embargo existe una diferencia significativa cuando tratamos las
c¢lulas durante 2 hs de inhibicion metabdlica seguido de 1 hs de reperfusion y

para 3 hs de inhibicion metabolica seguido de 1 hs de reperfusion (Figura 50).
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Figura 50. Estudio de la viabilidad celular posterior a inhibicion metabolica (IM)-
reperfusion. Luego de finalizado el tratamiento, se incubaron las células con MTT.
Posteriormente se disolvieron los cristales formados y el color obtenido de midi6 por
espectrofotometria (ver Metodologia). Los resultados se grafican como medias + SD.
(CONTROL vs hCOX-2, ** p<0,003 y * p<0,006). n=5 por triplicado.

2.8.1 Expresion de ciclooxigenasa-2 durante tratamiento de inhibicion
metabolica

Estudiamos el comportamiento de la enzima ciclooxigenasa endogena
(COX-2) durante el tratamiento de inhibiciéon metabodlica por western blot, pero
debido a que no encontramos anticuerpos especificos contra la COX-2 de rata
(endogena), decidimos trabajar con proteinas de fusion con GFP como
herramienta para diferenciar la enzima humana COX-2 exdgena de la COX-2
endogena que no tendria GFP. Asi las construcciones plasmidicas contenian la
secuencia de GFP tanto en el pldsmido control (CAGIP-GFP) como en el
pldsmido codificando la secuencia de hCOX-2 (CAGIP-hCOX-2GFP). Tras
obtener transfectantes estables por seleccion con puromicina, se realizd el

tratamiento de inhibicién metabolica a distintos tiempos seguido de una hora de
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simulacion de reperfusion con incubacidén en medio de crecimiento. Una vez
finalizado el tratamiento se obtuvieron los extractos proteicos totales.

Como se puede observar en la Figura 51, la banda correspondiente a la
proteina enddgena es la banda inferior, mientras que la banda de la proteina de
fusion entre hCOX2 y GFP presenta mayor peso molecular y migra menos en el
gel. Como control de carga se utiliz6 actina.

Se puede apreciar que el anticuerpo no reconoce ninguna banda
equivalente a hCOX-2-GFP en los extractos provenientes de las células control

en los cuales solo se detecta la COX-2 enddgena de rata (Figura 51).

H9c2 CAGIP H9¢2 hCOX-2
0 10 20 40 60 0 10 20 40 60
— = TS hCOX-2
rTEsSa>e - 77 COX-2 endbgena
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Figura 51. Expresion de COX-2 y hCOX-2 durante tratamiento de IM. Se cargaron 30 pg
de los extractos totales de cada linea y se resolvieron utilizando geles al 10 %
acrilamida/bisacrilamida. El anticuerpo primario utilizado fue anti COX-2 Santa cruz
((M19) sc-1747) que reconocia la especie humana y la de rata. 1- Control. 2- Control 10
minutos IM. 3- Control 20 minutos IM. 4- Control 40 minutos IM. 5- Control 60 minutos
IM. 6- hCOX,. 7- hCOX; 10 minutos IM. 8- hCOX; 20 minutos IM. 9- hCOX, 40
minutos IM. 10- hCOX, 60 minutos IM

Ademés se observd un aumento en la expresion de COX-2 endodgena
durante los distintos tiempos del tratamiento de inhibicion metabdlica tanto en las
células control como en las células que establemente expresan hCOX-2 (Figura

51). Esta respuesta implica que las células perciben el estimulo como una

130



Resultados y desarrollo argumental

agresion y desencadenan la expresion de COX-2 como respuesta a él. Sin
embargo, la expresion de hCOX-2 en las células establemente transfectadas, se

mantiene constante a partir de los 20 minutos de tratamiento.

2.9. Evaluacion de la viabilidad celular posterior a

tratamiento con CoCl,

El CoCl; es una sal capaz de mimetizar in vitro de los mecanismos
iniciados en la célula en situaciones de hipoxia o isquemia particularmente el
aumento de la expresion del Factor inducible por Hipoxia, HIF-1a (Jones y
Bergeron 2001).

Decidimos estudiar la viabilidad en nuestro modelo celular luego del
tratamiento con concentraciones diferentes de CoCl, durante 36 horas utilizando
para la deteccion el método del MTT. Trabajamos células H9c2 CAGIP, células
H9c¢2 hCOX-2 y ademas, con células H9c2 hCOX-2 tratadas con DFU para
inhibir hCOX-2 (células H9¢c2 hCOX-2 + DFU). Las células H9¢c2 hCOX-2
presentaron mayor viabilidad que las células control y que esta capacidad se

pierde con la inhibicion mediada por DFU (Figura 52).
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Figura 52. Estudio de la viabilidad celular posterior a tratamiento con CoCl, durante 36
hs. Se utiliz6 el método del MTT siendo proporcional el color desarrollado al nimero de
células vivas. Los resultados se grafican como medias + SD. La diferencia es
significativa a 100 y 300 uM de CoCI2 con (** p< 0,0045 y * p <0,037). n=5 por
triplicado.

Para comprobar la efectividad del tratamiento con CoCl, y consecuente la
respuesta celular con la produccion de HIF1-a, se analizo la presencia de HIF
mediante inmunodeteccion en extractos de células hCOX-2 y control. Como se

puede apreciar en la Figura 53, las células hCOX-2 presentan una mayor

expresion de HIF1-a.

2.10. Panel oxidativo

La mitocondria es el organulo principal de produccién de especies
reactivas del oxigeno debido fundamentalmente al gradiente de protones
generados en la membrana mitocondrial interna (Chua y col. 2010). Puesto que
las células con expresion estable de hCOX-2 presentaban un mayor consumo de
oxigeno que implicaria una mayor actividad mitocondrial, se decidi6 estudiar si

habria consecuencias en el perfil oxidativo de estas células. Para esto se
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analizaron por citometria de flujo los siguientes parametros: potencial de
membrana mitocondrial, produccion de anién superdxido, produccion de oxido

nitrico y contenido celular de glutation.

H9c2 CAGIP H9¢2 hCOX-2

¢ 1.0 — —
— - C

0.0 T
— —

Figura 53. Expresion de HIF1-a. En el panel derecho se muestra la expresion de HIF1-a
durante el tratamiento con CoCl2 (western blot). Se corrieron 50 pg de extracto nuclear
en cada calle de un gel al 6,5 % acrilamida/bisacrilamida. Se utilizaron los anticuerpos
anti HIF1-a (Proteintech) y como control de carga anti Pol II (Santa cruz). En el panel
izquierdo se grafica el analisis de intensidad de las bandas obtenidas normalizadas vs el
control de carga, representadas vs H9c2 CAGIP. Los resultados se grafican como medias
+SD. **p 0,05. N=4.

UAHIF1a

Para evaluar el potencial de membrana mitocondrial se utiliz6 como
marcador la tetrametilrodamina (TMRM) que tiene alta especificidad de union a
las mitocondrias y se midio la respuesta de las células H9c2CAGIP (Control) con
respecto a las células con expresion estable de hCOX-2 (H9c2 hCOX-2) en
concentraciones crecientes del desacoplante mitocondrial FCCP. Los resultados
indican que, en condiciones basales, el potencial de membrana mitocondrial es
similar entre células hCOX-2 y células control (Figura 54). Sin embargo, ante una

estimulacion creciente con FCCP las células hCOX-2 presentan mayor nivel de
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potencial de membrana, lo que en otras palabras, equivale a una mayor integridad

mitocondrial (Figura 54).
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Figura 54. Potencial de membrana mitocondrial. Mediante citometria de flujo se midi6 el
potencial de membrana mitocondrial posterior al tratamiento con concentraciones
crecientes de FCCP. Los resultados se grafican como medias + SD. * p<0,01. N= 6.

Para evaluar la produccion del aniéon superoxido se utilizd el marcador
Mitosox, que es oxidado especificamente por el anidén superdxido y emite
fluorescencia. Se utiliz6 plumbagina (PB) a concentraciones crecientes como
estimulo por su capacidad de generar anion superéxido. Los resultados obtenidos
se grafican en la Figura 55, donde es posible apreciar que tanto en condiciones
basales como de estimulacion, la concentracion de anién superdxido en las

cé¢lulas H9¢2 hCOX-2 y en las células control es similar.
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Figura 55. Contenido de anion superdxido en las células hCOX-2. Se midi6 utilizando
citometria de flujo, la produccion de anion superoxido tras estimulacion con PB. Los
resultados se grafican como medias + SD.

La produccion de oxido nitrico fue determinada tras estimulacién con
NOR-1 utilizando una concentracion final de 250 pM (Figura 56) para la
deteccion se utilizé el fluorocromo DAF-FM diacetato. En un estado basal sin
estimulacion, no se apreciaban diferencias entre las células control y las células
hCOX-2. Sin embargo, la produccion de oxido nitrico tras la estimulacion en las

células hCOX-2 es menor que en las células control.

OH9c2 CAGIP

®H9¢2 hCOX-2

|

NOR-1 (uM)

Figura 56. Produccion de NO. Se midi6 en las células control y en las células hCOX-2 la
produccion de 6xido nitrico en condiciones basales y tras estimulacion. Los resultados se
grafican como medias + SD. * p<0,03. n= 3.
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Un conocido agente antioxidante celular es el glutation, razon por la que
decidimos medir el contenido celular de éste en nuestro sistema utilizando BSO a
concentraciones crecientes para evaluar la respuesta celular mediante el
fluorocromo monoclorobimano. El andlisis de los experimentos muestra que el
nivel de glutation intracelular en las células control y en las células H9C2 hCOX-
2 es similar en todas las concentraciones probadas y no se encontraron diferencias

en ninguna de las condiciones estudiadas (Figura 57).
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Figura 57. Contenido celular de glutation. Utilizando citometria de flujo se midi6 el
contenido intracelular de glutation luego del tratamiento con concentraciones crecientes
de BSO. Los resultados se grafican como medias = SD. n=9
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CAPITULO 3. DESARROLLO ARGUMENTAL

La oclusion coronaria aguda es una destacada causa de morbilidad y
mortalidad en el mundo occidental. Segiin datos de la Organizacién Mundial de
la Salud, 3,8 millones de hombres y 3,4 millones de mujeres mueren cada afio en
el mundo por enfermedad cardiaca. Esta enfermedad estd en aumento y se ha
convertido en una pandemia que no respeta fronteras.

La muerte del cardiomiocito representa un evento catastrofico debido a que
los cardiomiocitos muertos no son reemplazados por la division de los
cardiomiocitos supervivientes. Asi, preservar la viabilidad del miocardio
isquémico ha sido reconocida como la principal diana terapéutica (Yellon y
Downey 2003).

El Precondicionamiento isquémico (PCI) permite al miocardio resistir a un
episodio de isquemia moderado mediante el entrenamiento adquirido previamente
por episodios de isquemia y reperfusion leves. Se han descrito muchos
responsables de este proceso, siendo uno de ellos la ciclooxigenasa-2 (Bolli 2000;
Guo y col. 1999). En un estudio previo de nuestro laboratorio se encontr6 que la
expresion constitutiva de la ciclooxigenasa-2 humana (hCOX-2) en el corazén de
los ratones brindaba a estos animales (TG hCOX-2) una proteccion similar a la
conseguida en animales control (NO TG) mediante el PCI (Inserte y col. 2009).

El estudio protedmico a partir de cardiomiocitos y de mitocondrias

cardiacas aisladas de ratones TG hCOX-2, mostré6 un aumento global de las
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subunidades proteicas del complejo IV de la cadena respiratoria. Este aumento
tenia un caracter tejido-especifico, ya que no fue detectado en un estudio similar
realizado en hepatocitos aislados de ratones transgénicos con expresion estable de
hCOX-2 en higado, también generado en nuestro laboratorio y que esta
actualmente en estudio. Este caracter tejido-especifico de la expresion podria
explicarse por el diferente perfil funcional de cada tejido, siendo el corazon un
musculo con una relativamente baja sintesis proteica pero con un elevado
metabolismo aerdbico (Benard y col. 2006; Leary y col. 1998; Leverve y
Fontaine 2001).

El aumento de las subunidades del complejo IV fue mas obvio cuando se
analiz6 globalmente la cantidad de las diferentes subunidades de dicho complejo
respecto a la cantidad de los complejos I, II, Il y V de la cadena respiratoria. En
este sentido, el uso del anticuerpo Mitoprofile no mostré cambios en estas
subunidades. Sin embargo, tampoco observamos diferencias en el complejo IV.
Esto podria deberse a que Mitoprofile es una mezcla comercial de anticuerpos
frente a subunidades precisas. En el caso del complejo IV, el anticuerpo integrado
en esta mezcla comercial reconoce la subunidad I del CIV (Tabla 3. ID: P00397).
Como esta subunidad no era la que presentaba los mejores indicadores
estadisticos en el analisis protedmico [Fold de 4,55 pero con un nimero de
péptidos contabilizados (Np) igual a 1], decidimos analizar por western blot las
subunidades especificas, utilizando como criterio de seleccion un Fold elevado,

Np altos y bajos ratio de falsos positivos de 10%. A pesar de esto no fue posible
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validar los datos protedmicos. La justificacion para no ver este aumento podria
deberse a la diferente sensibilidad de las técnicas empleadas. Asi el aumento
mostrado en el analisis protedmico deriva del empleo de O16/018 (ver
Metodologia) mientras que el resultado obtenido por la técnica de
inmunodetecciéon estd limitado por la sensibilidad detectada por
quimioluminiscencia (Comunicacion oral con la Dra. Estefania Nufiez Sanchez,
CNIC, Madrid).

Para profundizar en el estudio de la expresion diferencial de las
subunidades del CIV en el corazon de los ratones TG hCOX-2, debiamos analizar
la presencia de los supercomplejos mitocondriales. Estos supercomplejos han
sido estudiados y debatidos desde hace relativamente poco tiempo (Acin-Perez y
col. 2008). Mediante la asociacion de los complejos respiratorios en
supercomplejos se optimizaria el transporte de electrones y la fosforilacion
oxidativa, que son las principales funciones mitocondriales y consecuentemente
se brindaria un mayor aporte energético al metabolismo celular (Lapuente-Brun y
col. 2013). Mediante la utilizacion de la técnica de electroforesis en condiciones
nativas y de un anticuerpo que reconocia la sub II del CIV fue posible apreciar un
mayor contenido de dicha subunidad en la muestra TG que no fue posible
observar mediante inmunodetecciéon en condiciones desnaturalizantes y que se
correspondia con lo informado en el analisis proteémico. Es importante destacar
que los supercomplejos en los cuales participaba el CIV presentaban mayor

expresion en las muestras TG. Con el estudio de los supercomplejos se favorece
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la visualizacion de todas las subunidades de los complejos que los integran, de
este modo existen subunidades que, de no estar ensambladas, son degradadas,
haciendo posible su deteccion so6lo cuando se encuentra formando el
supercomplejo, que es la forma funcional del complejo (Comunicaciéon personal
con el Dr. José Antonio Enriquez, CNIC, Madrid).

Hay que tener en cuenta que en el analisis proteémico, la cuantificacion de
una proteina viene determinada por la intensidad de la sefial espectral de los
péptidos obtenidos tras la digestion proteica; y no estd claro que todos los
péptidos representen la cuantificacion de la proteina de la misma manera.
Ademas, la capacidad y la fiabilidad se ven afectadas por distintas variables como
la complejidad de la muestra, la fragmentacion, la sensibilidad, la velocidad de
barrido, etc, que pueden afectar a la capacidad de mediciéon y cuantificacion de
péptidos, influyendo asi en la cuantificacion de proteinas (Liu y col. 2014). Por
tanto, la precision de la cuantificacion individual de las subunidades del CIV
puede no ser extremadamente precisa y por este motivo soélo cuando estudiamos
globalmente cambios en todas las proteinas del complejo, ya sea por el método
QUIXOT o mediante el andlisis de los supercomplejos, somos capaces de
intensificar las diferencias en los datos protedmicos.

El aumento en la expresion de proteinas mitocondriales podria deberse a un
numero mayor de mitocondrias totales. Por lo tanto, una cuestion de gran
importancia para nuestro estudio sobre el papel de hCOX-2 en la fisiopatologia

cardiaca fue estudiar el recuento de dichos organulos en nuestro modelo TG
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hCOX-2. De la relacion entre los resultados obtenidos en las extracciones de
mitocondrias aisladas y del peso del tejido del cual provenian resultdé que no
existian diferencias en la recuperacion de las mitocondrias obtenida en los grupos
TG hCOX-2, NO TG y TG hCOX-2 con tratamiento de inhibicién para COX-2
(TG hCOX-2 + DFU) (Figura 30). Luego se realiz6 el estudio de la biogénesis
mitocondrial en los ratones TG hCOX-2 con respecto a los ratones NO TG por
microscopia electronica (Figura 31). Estos resultados, tampoco indicaban
diferencias en la cantidad absoluta de mitocondrias en el modelo de estudio.
Finalmente, analizamos la expresion del ADN mitocondrial con respecto al ADN
nuclear de estos animales y los resultados coincidieron con los ya obtenidos
(resultados del laboratorio no mostrados). La suma de estos estudios ha
demostrado que la expresion estable de hCOX-2 en corazén no modifica el
numero total de mitocondrias.

Una vez descartado un efecto de la hCOX-2 en la biogénesis mitocondrial,
el aumento en las proteinas podria ser mediado por una alteracion en la
regulacion de la expresion génica. Se midié entonces por PCR a tiempo real la
expresion génica de la sub II y de la sub IV del CIV, que presentaban mayores
diferencias de expresion, en muestras NO TG, TG hCOX-2 y TG hCOX-2 +
DFU. En ningln caso se observaron diferencias significativas en los niveles de
expresion entre los animales TG y NO TG como tampoco entre los animales NO
TG y TG hCOX-2 + DFU. Cuando se determinaron los niveles de PGE, no se

encontraron diferencias significativas entre el grupo NO TG y el grupo TG
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hCOX-2 + DFU, por tanto el tratamiento con DFU habia funcionado
correctamente. Los niveles encontrados en el grupo TG hCOX-2 eran
significativamente diferentes y podian llegar hasta cuadruplicar los obtenidos
para NO TG y TG hCOX-2. En este experimento resulté muy alta la variabilidad
encontrada tanto en la expresion génica (Figura 34) como en los niveles de PGE,
encontrados en los diferentes grupos del andlisis (Figura 35). Asi, nuestro estudio
no nos ha permitido descartar la posibilidad de una regulacion a nivel
transcripcional. Este aumento de expresion de proteinas mitocondriales podria ser
mediado por modificaciones post-transcripcionales o podria deberse a una mayor
estabilidad de la proteina (Burke y Poyton 1998). Nuestro grupo continua
estudiando la regulaciéon que media este efecto.

El analisis del perfil de expresion proteico marcaba un aumento grupal de
las proteinas del CIV, lo que nos llevo a estudiar la actividad enzimatica de este
complejo respiratorio. Mediante la determinacion espectrofotométrica de la
actividad catalitica del CIV, encontramos que los homogenados cardiacos de
muestras TG hCOX-2 presentaban una mayor actividad, que duplicaba el valor
determinado para el grupo NO TG. Ademas, pudimos comprobar que este
aumento de la actividad enzimatica se reducia si previamente se inhibia la
actividad COX-2 mediante el tratamiento de los animales TG hCOX-2 con DFU
(Figura 37) cayendo hasta valores similares a los observados para el grupo NO
TG. Para contrastar este resultado, decidimos utilizar otra técnica que nos

permiti6 evaluar el contenido del CIV. Con este método, basado en el espectro de
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absorcion de los grupos prostéticos aa3 del CIV (Horie y Morrison 1963),
observamos una tendencia a un mayor contenido de CIV en el grupo TG hCOX-
2. Ademas, en el modelo celular, estos parametros, indicaban un comportamiento
semejante observado en el modelo animal.

Con respecto a la actividad enzimética del CIV, las células H9¢c2 hCOX-2
mostraron un aumento frente al valor obtenido de las células H9¢2 CAGIP que no
resultod significativo (Figura 47), sin embargo, la variabilidad dentro del grupo
HO9c2 CAGIP fue particularmente notoria. Para poner en contexto esta
variabilidad debemos tener en cuenta que tanto las células H9c2 sin transfectar
como las células H9c2 CAGIP presentaban niveles basales de PGE, algo
elevados aunque significativamente diferentes e inferiores a las células H9c2
hCOX-2 (Figura 43). Podria ser entonces, que la variabilidad en el grupo control
sea debida a esta sintesis aumentada de PGE, y una consecuente actividad
enzimatica de COX-2, que reduciria las diferencias con respecto a las células
H9c2 COX-2. Sin embargo, la determinacion del contenido del CIV utilizando la
capacidad de absorcion de los grupos aa3 en el modelo celular nos permitio
obtener un respuesta clara. Encontramos que las células H9¢2 hCOX-2 presentan
un mayor contenido de CIV. Con todo esto, es posible relacionar una expresion
estable de hCOX-2 con un aumento de la actividad y del contenido del CIV
acorde a lo establecido por los resultados de la protedmica.

El aceptor natural de los electrones transportados por el CIV es el oxigeno.

Por lo tanto, medir la respiracion celular resulta un parametro fundamental para el
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estudio de la actividad mitocondrial y del CIV. Durante el desarrollo de este
trabajo de investigacion medimos el consumo de oxigeno en células y en fibras
cardiacas con expresion estable de hCOX-2, en éstos encontramos valores
significativamente elevados con respecto a las muestras control (NO TG o H9c2
CAGIP). Como resulta evidente, la enzima hCOX-2, expresada por el gen
introducido, consume oxigeno para la metabolizacion del 4cido araquidoénico y la
produccién de prostaglandinas. Contar con el modelo celular nos posibilitd
revelar que gran parte del oxigeno consumido en la respiracion celular de
nuestros modelos de expresion estable o constitutiva de hCOX-2 era mayormente
consecuencia de la actividad de ésta enzima. Asi, el tratamiento de células H9¢c2
hCOX-2 con el inhibidor selectivo de COX-2 reduce el consumo de oxigeno casi
en un 95 %. Sin embargo, el tratamiento de células H9¢2 CAGIP con PGE, no
aumentaba el consumo de oxigeno.

Por su relevancia en el metabolismo celular, el ATP es uno de los
indicadores mas importantes de la actividad mitocondrial. Como se ha comentado
en la introduccion de esta tesis, la mayor parte del ATP celular es producido por
el proceso de fosforilaciéon oxidativa mitocondrial. Este metabolito fue medido
tanto en el modelo animal como en el modelo celular y result6é ser méas abundante
en todas las muestras con expresion estable de hCOX-2. Teniendo en
consideracion la mayor actividad y contenido del CIV, el consumo aumentado de
oxigeno y la mayor produccion de ATP podriamos establecer una relacién directa

entre hCOX-2 y la actividad mitocondrial.
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La estimulacion continua de los receptores B-adrenérgicos producida por el
isoproterenol conduce al desarrollo del estrés oxidativo, la inflamacion del
miocardio, trombosis, agregacion plaquetaria y aumento de los niveles de calcio,
que en ultima instancia causan infarto de miocardio (Garg y Khanna 2014). El
modelo se caracteriza por una extraordinaria sencillez técnica, reproducibilidad y
aceptablemente baja mortalidad. Mediante este modelo comprobamos que, si bien
se mantiene la diferencia en la actividad del complejo IV entre el animal TG y su
correspondiente control, no detectamos diferencias significativas en el dafio
producido. En el modelo del isoproterenol la pérdida de cardiomiocitos por
necrosis y su posterior sustituciéon por colageno fibrilar contribuyen a la
remodelacion patologica del miocardio y la naturaleza progresiva de la
insuficiencia cardiaca, sin suftrir periodos de isquemia. Sin embargo, en relacion
con el trabajo previo de nuestro grupo de investigacion donde se describié que la
expresion constitutiva de hCOX-2 en corazén conferia proteccion ante episodios
de isquemia y reperfusion (Inserte y col. 2009), seria posible considerar que una
mayor actividad y contenido de CIV tendria mayor relevancia en la reperfusion
ya que con la re-oxigenacion se restablece el transporte de electrones y la
fosforilacion oxidativa. Dado que en la matriz mitocondrial se han acumulado
protones por la inhibiciéon de la cadena de electrones, una vez renovado el
suministro de oxigeno, una mayor actividad catalitica del CIV permitiria su
rapida reduccion a H,O desfavoreciendo la generacion de especies reactivas del

oxigeno (Solaini y col. 2010).
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El uso de animales en la experimentacién cientifica es un tema de
preocupacién, especialmente en la regulaciéon de su uso. Existen normativas y
reglamentaciones a distintos niveles, pero basicamente todas ellas conducen a
mejorar el bienestar animal y a la aplicacion de la denominada “Regla de las tres
R” que incita a la Reduccion del ntimero de animales utilizados para fines
cientificos, al Reemplazo de su uso por otros modelos y al Refinamiento del uso
(Real Decreto RD/2013, BOE n° 34, 8 de febrero de 2013).

Nuestro esfuerzo para contribuir a la aplicacion de esta regla fue la
creacion de un modelo celular policlonal de expresion estable de la isoforma
inducible de la ciclooxigenasa, COX-2. Para ello, elegimos la linea celular H9¢c2
que es una linea celular comercial (ATCC. CRL-1446. H9¢c2 (2-1)) que deriva de
tejido embrionario cardiaco de rata y presenta muchas propiedades de musculo
esquelético. Estas células son muy usadas en los estudios in vitro de
fisiopatoldgia cardiaca (Dongo y col. 2014; Jung y col. 2004; Saeedi y col. 2008;
Zhao y col. 2014), aunque su comportamiento representa el comportamiento
general de musculo esquelético (Kimes y Brandt 1976).

Tras comprobar que el efecto de la introduccion de hCOX-2 en el perfil
protedmico de las células H9c2 se correspondia al observado en el modelo
animal, una de las primeras pruebas que realizamos fue medir la capacidad de
estas células de sobrevivir en un medio nutricionalmente exigente. Mientras en un
medio con glucosa la mayoria del ATP deriva de la glucdlisis, en un medio sin

glucosa y suplementado con galactosa el flujo neto de galactosa a glucosa-1-
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fosfato es muy bajo y en consecuencia la mayoria del ATP debe obtenerse de la
oxidacion mitocondrial de piruvato y glutamina (Reitzer y col. 1979). Asi la
supervivencia en un medio con galactosa depende del cambio de glucoélisis a
fosforilacion oxidativa. Tras analizar el crecimiento de las células H9¢c2 hCOX-2
con respecto al crecimiento de las células control o0 H9¢2-CAGIP en medio con
glucosa y en medio con galactosa no se encontraron diferencias o ventajas entre
ellas. Esto nos reflejaba que la expresion de hCOX-2 no confiere mayor
adaptacion, en otras palabras, que las células control estaban igual de capacitadas
para sobrevivir mediante la fosforilacion oxidativa. Posteriormente, se ha descrito
que las células H9c2 se adaptan a crecer en medio glucosa y en medio galactosa
manteniendo similares niveles de ATP (Rana y col. 2011).

Una importante ventaja de contar con el modelo celular fue la posibilidad
de estudiar de manera sencilla marcadores de la funcién mitocondrial. El
aislamiento y separacion de los cardiomiocitos contenidos en el corazén resulta
una desventaja para el estudio de funciones que dependen de la viabilidad celular
como es el caso de la fisiologia mitocondrial (Shioya 2007). Entre los marcadores
de la funciéon mitocondrial resultaba relevante estudiar los parametros de estrés
oxidativo en nuestro modelo de expresion estable hCOX-2. Asi, por la estrecha
relacion entre los complejos respiratorios y en nuestro caso en particular, por el
aumento del contenido del CIV (Barroso y col. 2006), con el potencial de
membrana mitocondrial, nos resultd particularmente interesante. Al medirlo en

presencia de oxigeno descubrimos que ante una estimulacidon creciente con
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FCCP, un desacoplante mitocondrial e inhibidor de la cadena respiratoria, las
células con expresion estable de hCOX-2 presentaban mayor potencial de
membrana mitocondrial, lo que representa una menor tendencia a la disipacion
del mismo y a la apoptosis. Sin embargo, en condiciones basales no fue posible
detectar diferencias entre las células hCOX-2 y las células control. Las
diferencias encontradas en el potencial de membrana mitocondrial entre las
células H9c2 CAGIP y las células H9¢2 hCOX-2, junto con la mayor expresion,
en estas ultimas, del complejo IV, que presenta una capacidad ampliada de
catalisis (Das 2013; Gnaiger y col. 1998; Kunz y col. 2000), se ponen en
evidencia en condiciones en que la cadena de transporte de electrones debe
trabajar a mayor ritmo, como sucede en la reperfusion. La resistencia a perder el
potencial de membrana mitocondrial ayudaria a los ratones con expresion estable
de hCOX-2 a sobrevivir tras un tratamiento de isquemia y reperfusion (Inserte y
col. 2009). Por otro lado, se ha descrito que la ATP sintasa es una enzima
reversible que puede sintetizar ATP o hidrolizarlo (Zhai y Sadoshima 2008). En
normoxia la enzima sintetiza ATP en un proceso denominado fosforilacion
oxidativa pero cuando la mitocondria sufre hipoxia, la ATP sintasa puede trabajar
en sentido inverso, es decir, hidrolizando el ATP producido en la glucoélisis
citoplamatica. La energia liberada en ésta hidrolisis es utilizada para bombear
protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembrana por el traslocador de
nucléotidos de adenina y mantener asi el potencial de membrana. Como ya hemos

analizado, los modelos hCOX-2 tienen mayor contenido celular de ATP,
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pudiendo entonces utilizar por més tiempo el modo reverso de la ATP sintasa
para mantener el potencial mitocondrial en valores fisioldgicos ante una
estimulacion con FCCP.

Desde la década de 1950 se sabe que la entrada mitocondrial de calcio
puede inducir una pérdida casi completa del potencial de membrana mitocondrial
(AY). En la actualidad, el término "transicién de permeabilidad" considera un
aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna (IM) y la
membrana mitocondrial externa (OM). Hay claras evidencias que atribuyen el
aumento en la permeabilidad de la membrana interna a la presencia de un poro de
estructura desconocida; mientras que el aumento en la permeabilidad de la
membrana externa se debe al canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC)
que parece estar siempre presente (Siemen y Ziemer 2013). Curiosamente, una de
las proteinas que presentaron mayor expresion en los animales TG con expresion
constitutiva de hCOX-2 en corazon era precisamente VDAC. Utilizando la
técnica de western blot encontramos diferencias de expresion para la proteina
VDAC en mitocondrias aisladas de ratones TG vs NO TG como se puede
observar en la Figura 34C. La funcién de VDAC es regular el intercambio de
aniones y cationes desde el citosol al espacio inter-membrana (Peixoto y col.
2012). A bajos potenciales es permeable tanto para cationes como para aniones,
sin embargo, a altos potenciales s6lo permanece abierto a cationes (como su
nombre en inglés lo indica Voltaje Dependent Anion Complex, (Das y col. 2012)).

En condiciones de glucdlisis anaerdbica, el transporte de electrones esta
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interrumpido, y por tanto, la sintesis mitocondrial de ATP. Ademas, en el
citoplasma las concentraciones de Na“, Ca®" y H' son elevadas, lo que profundiza
la disipacion del potencial de membrana mitocondrial que ya esta disminuido. Sin
embargo, ha sido descrito que el precondicionamiento isquémico (PCI) favorece,
durante los periodos cortos de isquemia-reperfusion, la disipaciéon del potencial
(Ylitalo y col. 2000). Asi, una mayor expresion de VDAC brindaria una ventaja
adicional en el transporte de cationes y en la disipaciéon del potencial de
membrana mitocondrial antes de la llegada del oxigeno en la reperfusion.

Otro parametro estudiado dentro del panel oxidativo en el modelo celular,
fue la produccion de 6xido nitrico. Los resultados indican que las células hCOX-
2 presentaban menores niveles de éste ante una estimulaciéon con un dador de tal
especie, aunque en condiciones basales no habia diferencias con respecto a las
células control (Figura 56). Teniendo en cuenta que la sintesis de cada mol de
oxido nitrico requiere dos moles de oxigeno (O,) (Knowles y Moncada 1994), los
menores niveles de oxido nitrico podria atribuirse simplemente a una limitada
disponibilidad de oxigeno intracelular debido a la elevada actividad de hCOX-2.
Ademas, se reduciria la producciéon de peroxinitritos, responsables de la accion
perjudicial del 6xido nitrico en las células (Robin y col. 2011).

El modelo celular desarrollado, expresando hCOX-2, nos ha ofrecido entre
sus ventajas, la posibilidad de prescindir de un operador muy cualificado,
necesario para trabajar con los animales, ya que la cirugia de oclusion de la

arteria aorta es compleja, de dificil reproducibilidad y compromete mucho la
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supervivencia de lo animales si no esta bien realizada. Sin embargo, nuestro
modelo, si bien no da la misma informacion, favorece el estudio por su facil y
practica manipulaciéon, y nos permitido simular las condiciones de isquemia-
reperfusion con mayor precision y reproducibilidad. Para ello hemos utilizado
dos modalidades: la inhibicién metabdlica y el tratamiento con CoCl,.

Durante el tratamiento con la solucién de Inhibicion Metabodlica (IM) y
posterior simulacion de una reperfusion reemplazando la solucién por medio de
cultivo celular, se obtuvo como resultado una mayor viabilidad después del
tratamiento a tiempos largos de inhibicion (2 y 3 horas de IM) en las células
hCOX-2. Como se ha mencionado previamente, el oxigeno es dafiino en ciertas
circunstancias como la reperfusion posterior a una isquemia (Kones 2011). Por
eso, en adicion a la mayor actividad y contenido del CIV, y debido a que uno de
los sustratos de la enzima hCOX-2 es el oxigeno, cuando se reanuda el suministro
de éste tras la reperfusion, las células que expresan establemente la enzima
cuentan con una segunda via de consumo, disminuyendo su disponibilidad y
favoreciendo a las células H9¢2 hCOX-2 con respecto a las células H9¢c2 CAGIP.

Tras el tratamiento con CoCl, encontramos que las células con expresion
estable de hCOX-2 presentan una viabilidad significativamente aumentada con
respecto a las células control o H9¢2 CAGIP. La adaptacion de las células a una
situacion de isquemia mediante la glucdlisis, es particularmente efectiva a
tiempos cortos, si la hipoxia es prolongada las células responden a ella mediante

la sintesis del Factor Inducible por la Hipoxia (HIF1- o) (Solaini y col. 2010).
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Este es un heterodimero que se une a elementos de respuesta a la hipoxia,
activando la transcripcion de més de 200 genes que permiten a la célula adaptarse
a bajas concentraciones de oxigeno (Solaini y col. 2010). El analisis de la
expresion de HIF1-a reveld que las células H9¢2 hCOX-2 contienen una mayor
cantidad relativa de este factor respecto de las control (Figura 53).

El trabajo en el modelo animal nos ha permitido un estudio global mas
cercano a la fisiologia cardiaca que, complementado con la informaciéon obtenida
en el modelo celular, nos posibilitd profundizar en el conocimiento y
comprender el papel de la enzima COX-2 en corazoén. La reducida muerte de
cardiomiocitos con expresion estable de esta proteina podria estar fundamentada
en la mayor actividad del complejo CIV, el mayor contenido de ATP y la
resistencia intrinseca a la perdida del potencial de membrana. Cuando el flujo
sanguineo se ve afectado, el metabolismo basal cambia de aerébico (utilizacién
de OxPhos) a glucolitico. En este contexto, los ratones con hCOX-2 tienen un
mayor contenido de ATP que les permite continuar latiendo (lo que implica un
elevado consumo) por mas tiempo. Ademds, una mayor expresion de VDAC
permitiria, durante la fase de isquemia, el mayor intercambio de cationes que
resultaria en una homogeneizaciéon de los mismos entre el citosol y el espacio
intermembrana mitocondrial para mantener la polaridad de la membrana interna
hasta que se reanude el aporte de oxigeno. Ademas, contarian con un mayor
contenido y actividad del CIV, que sumado a la actividad propia de la

ciclooxigenasa expresada constitutivamente, les permitiria disminuir los efectos
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originados por las especies reactivas del oxigeno y el restablecimiento del
potencial de membrana de forma gradual. Asimismo, en el andlisis protedmico
realizado en estos animales, se encontraron aumentadas las enzimas de la via
glucolitica, que podrian permitir, una mayor sintesis glucolitica de ATP durante
la fase isquémica. En suma este trabajo aporta al anterior, realizado en el
laboratorio (Inserte y col. 2009), una mejor comprension sobre los mecanismos

afectados por la expresion constitutiva de hCOX-2 en corazon.
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A partir de los resultados de este trabajo de investigacion se extraen las siguientes

conclusiones:

1. El andlisis protedmico a partir de cardiomiocitos aislados de animales
control y animales transgénicos que expresan la COX-2 humana
especificamente en ese tipo celular, identificaron 22 proteinas con
expresion aumentada en el animal transgénico y 6 con expresion
disminuida usando una FDRq del 10% y considerando cambios de
expresion de al menos el doble en ambas condiciones.

2. Un andlisis in silico con el software IPA clasifico a las proteinas
diferencialmente expresadas en distintas rutas canodnicas, siendo las mas
significativas las vias glicolitica/gluconeogénica, fosforilacion oxidativa y
disfunciéon mitocondrial. Una de las mas afectadas la via OXPHOS.

3. Los cardiomiocitos aislados de los animales transgénicos presentan un
aumento significativo del conjunto de las proteinas del complejo IV de la
cadena respiratoria.

4. El aumento en las proteinas mitocondriales no se debe a un aumento de la
biogénesis mitocondrial, ni a diferencias en el tamafio de las mitocondrias
ni a diferencias estructurales en las crestas mitocondriales.

5. La actividad enziméatica de la citocromo c oxidasa (complejo IV) esta

aumentada en homogenado de corazon de los animales transgénicos.
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6.

10.

11.

El estudio de la funcionalidad mitocondrial en el corazén de los animales
transgénicos vs los animales control mostré un aumento en el consumo de
oxigeno y en los niveles de ATP.

La proteina VDAC también fue identificada en el analisis protedmico
como una de las proteinas aumentadas en los cardiomiocitos y
mitocondrias del animal transgénico. Los resultados fueron validados por
Western blot, sin observar modificaciones a nivel de ARNm.

Se ha generado una linea celular que expresa la COX-2 humana de manera
estable a partir de la linea de cardiomioblastos H9c2 (H9¢c2 hCOX-2) que
present6 un aumento significativo en la sintesis de PGE2.

Las células H9¢c2 hCOX-2 presentan mayor consumo de oxigeno por
unidad de tiempo lo que corresponde a una enzima funcional ya que la
respiracion celular en presencia del inhibidor DFU alcanza los niveles
observados para las células control.

La linea celular H9¢2 hCOX-2 presenta mayor contenido aa3 y una mayor
concentracion en ATP, mostrando una mayor funcién mitocondrial. A
pesar de ello, la linea celular H9¢2 hCOX-2 no muestra ninguna ventaja o
capacidad para desarrollarse en medios que obligan a obtener energia a
partir de la fosforilacion oxidativa.

El tratamiento de inhibicién metabolica en células H9c2 control en cultivo
provoca dafio celular y es capaz de aumentar la expresion de la enzima

ciclooxigenasa-2 endogena. A pesar de este aumento, la viabilidad celular
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12.

13.

14.

disminuye en condiciones de inhibicién metabdlica. En las células con
expresion estable de hCOX-2, también hay aumento de la expresion de
COX-2 enddgena, aunque presentan una mayor viabilidad ante el mismo
tratamiento.

La expresion de hCOX-2 en células H9¢2 aumenta también la viabilidad
celular tras tratamiento con CoCl2. El tratamiento con CoCI2 en cultivo
celular aumenta los niveles de proteicos de HIFla. Las células con
expresion de hCOX-2 presentan una mayor respuesta a dicho estimulo.

El andlisis del panel oxidativo en la linea celular H9¢2 hCOX-2 mostr6 que
la sobreexpresion de la COX-2 humana no modificé la produccion de
aniéon superoxido ni el contenido celular de glutation, mostrando una
disminucion significativa en la produccion de 6xido nitrico.

El nivel de potencial de membrana mitocondrial en células hCOX-2 es

mayor que en células control.
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