UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

TESIS DOCTORAL

El estrés oxidativo mitocondrial media las consecuencias cardiovasculares
asociadas a la obesidad y a la isquemia miocardica mediante la activacion del
estrés de reticulo endoplasmico

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Francisco das Chagas Vasconcelos de Souza Neto

DIRIGIDA POR

Victoria Cachofeiro Ramos
Ernesto Martinez Martinez

© Francisco das Chagas Vasconcelos de Souza Neto,2024



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA
DOCTORADO EN INVESTIGACION BIOMEDICA

TESIS DOCTORAL

EL ESTRES OXIDATIVO MITOCONDRIAL MEDIA LAS CONSECUENCIAS

CARDIOVASCULARES ASOCIADAS A LA OBESIDAD Y A LA ISQUEMIA

MIOCARDICA MEDIANTE LA ACTIVACION DEL ESTRES DE RETICULO
ENDOPLASMICO

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Francisco das Chagas Vasconcelos de Souza Neto

DIRECTORES

Dra. Victoria Cachofeiro Ramos
Dr. Ernesto Martinez Martinez



“Ninguna persona ignora todo. Nadie lo sabe todo.
Todos sabemos algo. Todos ignoramos algo.
Por eso aprendemos siempre”

Paulo Freire



DEDICATORIA



A todas las personas que no me dejaron desistir

y a mi por no haber desistido.



AGRADECIMENTOS



“La gratitud se da cuando la memoria se almacena en el

corazon y no en la mente” - Lionel Hampton

Con esta frase, empiezo mis mas sinceros agradecimientos. Destaco que de
toda esta tesis este apartado es lo mas importante para mi, es lo mas organico
y personal. Aqui queda reflejado mi intento de materializar todos mis
sentimientos y mi gratitud sincera y desinteresada. En este apartado no hay
lugar para rigor cientifico ni para normativas académicas. Muchos de estos
agradecimientos van direccionados a personas que a simple vista puede
parecer que no tienen nada que ver con el labor cientifico que ha sido
necesario para llevar a cabo este trabajo. Sin embargo, para mi es de crucial
importancia destacarlas, ya que cada una de estas personas ha contribuido
de algun modo para que yo pudiera llegar hasta aqui. Asi que estas son las

pocas palabras de estas tesis escritas con el corazon.

En primer lugar, agradezco a Dios por hacer de mi vida un gran milagro.

Desgraciadamente s6lo yo puedo tener dimension de esta realidad.

A mi familia, a mis padres y hermanos que a pesar de todo no resta duda

gue ellos estan siempre deseando que yo realice mis suefios y sea feliz.

En especial agradezco a mis abuelos, in memoria, por haberme educado,
enseflado mucho sobre la vida y principalmente por haber participado de
manera tan cercana en la construccion de mi caracter y principios, a los cuales
me aferro fuertemente cada dia y no suelto por nada ni por nadie, ya que es
la Gnica manera que me hace estar conectado con ellos. Os amo muito e
sempre os amarei. Todos meus méritos sempre serdo seus. Obrigado por me

guiar e me proteger.

A mon petit bout, por ser un sol, por ser lo mas importante y lo mas presente
en mi vida, por ser quien me ha dado més fuerza para soportar todas las

dificultades encontradas en estos 5 afios de tesis. Gracias por hacerme



levantar la cabeza miles de veces y hacerme ver el lado positivo aun que me
resultase imposible. Muchas gracias por todo Thomas, este mérito también

es tuyo. Je t'aime.

A mis directores de tesis, por trabajar tanto para tener posibilidades de llevar
a cabo la investigacion en esta universidad y por ser responsables, viabilizar
un espacio de formacion al cual me siento privilegiado haber podido disfrutar
de ello. Gracias por haberme dado la oportunidad de hacer mi estancia en el
laboratorio en 2012, que después de los 9 meses que formé parte del grupo
he trabajado incansablemente para hacer posible volver para hacer esta tesis.
Gracias por vuestro trabajo, por todas las correcciones que me hicieron
madurar y crecer cientificamente. Gracias por vuestra implicacion en el
laboratorio, nunca me habéis dejado con una duda sin resolver. Muchas
gracias por haberme apoyado también a nivel personal. Gracias a Victoria por
contratar mis clases de deporte, y a Ernesto por las insulinas de tu madre que
me trajiste cuando iba muy justo de dinero. Todo eso me ha ayudado a hacer
el primer afio del doctorado sin ninguna financiacion. De verdad que soy

profundamente agradecido.

Agradezco al Instituto de Salud Carlos Ill - Fondo Europeo de Desarrollo
Regional (FEDER) por financiar esta investigacion (P118/00257; P121/00431),
a la Universidad Complutense de Madrid y al Banco Santander por el
contrato de investigador en formacion que he podido disfrutar (CT42/18-
CT43/18). Ademas, agradezco a la Universidad Complutense de Madrid por
la oportunidad de formar parte del profesorado del Departamento de Fisiologia
de la Facultad de Medicina disfrutando de un contrato de Profesional docente

e Investigador (Ayudante de departamento).

Gracias a todos los miembros del grupo de Investigacion en Fisiopatologia
Cardiovascular y Metabdlica por estar juntos en esta caminata. Gracias a
todos que pasaron por el laboratorio y que con su labor han aportado para

esta tesis. Gracias a todos los colaboradores que han hecho posible la



realizacion de esta tesis, un agradecimiento especial a la Dra. Maria Luaces,
al Dr. Bunt Ramchandani y al Dr. Fabian Islas por vuestro trabajo y
disponibilidad.

Gracias a todos los animales y pacientes que han hecho posible la

realizacion de este estudio.

Gracias a Gema y a Raquel por vuestro trabajo, por vuestra amistad y por los

momento vividos fuera de la Universidad.

Aiii Yacondraaa, muchas gracias por ser increiblemente humana, tierna,
empatica. Gracias por todo el apoyo en esta dura etapa de mi vida que

simplemente por exhalar buenas vibras me ha ayudado a llegar hasta aqui.

Gracias a todos los profesores del Departamento de Fisiologia de la
Facultad de Medicina que me han acogido con los brazos abiertos y por
haber sido siempre muy respetuosos conmigo. Muchas a gracias a todos los
que han aportado en mi formacién docente, por haberme ensefiado mucho y
por haber permitido que yo, aunque con muchisima menos experiencia
también pudiera ensefiaros algo. Agradezco en especial a Teresa Priego, por
contagiarme su entusiasmo por la docencia, a Soni Lépez-Calderdon por ser
tan amable y estar siempre dispuesta a ayudarme, a Anabel Martin que me
ha emocionado con su manera Unica de ensefiar y siempre ha sido muy
amable conmigo, a Natalia de las Heras que, aunque digas que eres como
un cactus y te gusta mantener las distancias, me has transmitido mucha
confianza y cercania en los momentos que he tenido el placer de trabajar
contigo. Muchas gracias a Ricardo Gredilla y Gregorio Segovia que junto
con Natalia me han propuesto de manera muy amable y desinteresada probar
mi propuesta de innovacion docente en sus clases. Vuestra actitud ha sido

muy importante para coger fuerzas y animos para llegar hasta aqui.



Muchas gracias a Veronica Hurtado y Elena Nebot. Ahora mismo me llena
los ojos de lagrimas al pensar en las bonitas palabras sobre mi trabajo que
siempre han venido de vosotras. Me siento afortunado de poder trabajar con
vosotras. No tenéis ni idea del significado de vuestras palabras, ellas también

me hicieron llegar hasta aqui.

Gracias a todos los alumnos que he tenido el privilegio de ensefiar. Gracias

por fomentar mi pasion por la docencia.

Agradezco al Dr. Vicente Lahera, por las conversaciones muy interesantes y

Sus consejos, siempre de una manera leve y graciosa.

Gracias al Dr. Sergio Parades, por ser siempre tan respetuoso hacia mi como
director del Departamento. Gracias por tenerme en cuenta a pesar de contar
con poca experiencia y ocupar el primer escalén de la carrera docente de la

universidad.

Muchisimas gracias a Rocio Flores, por siempre recibirme tan bien cada vez
qgue he necesitado ir a la secretaria del departamento, ya sea por conseguir

informacion o materiales de papeleria.

Muchas gracias a los técnicos del departamento de Fisiologia Virginia,
Avelina, Sandra y Dani por todo el apoyo en los experimentos y en la
manutencion del laboratorio. Gracias por todos los geles que incontables
veces me habéis preparado vosotras. Gracias por siempre haber ayudado con
la organizacion de los laboratorios de practicas y por siempre solucionar los

problemas que hemos tenido de la mejor manera.

A Marisa, por su trabajo, por su atencién y por su autenticidad, que en algunos
caso es un poco pesadilla (hehehe). Muchas gracias por alegrar mis dias de

trabajo, sobre todo durante en esta ultima etapa de escritura de la tesis.



A Marivi que desde 2012 me ha tratado super bien y que a pesar de haber
coincidido muy poco en estos Ultimos 5 afios, siempre me he sentido

respetado y privilegiado con nuestras conversaciones.

A Elvira Lopez que, por poco coincidimos en el curso de formacidén docente
y la vida ha tratado de rectificar este fallo. Muchas gracias por los animos, por
el gran entusiasmo y ganas de ayudar a transformar la sociedad en la que

vivimos a partir del conocimiento, eres inspiradora.

Muchas gracias, Marina Martin, por ser mi comparfera, Ayudante de
Departamento, y por haberme acompafiado en esta etapa, s6lo nosotros

sabemos el desafio de ser una figura desconocida (hehehe).

Muchas gracias a la Coordinadora del programa de Doctorado de
Investigacion Biomédica, por contestar todos mis correos de manera tan
rapida, educada y siempre muy resolutiva. Muchas gracias, Dra. Maria

Angeles Vicente Lopez.

Muito obrigado a Dra. Silva Guatimozim por me receber tdo bem no seu
grupo de Sinalizacdo Cardiaca e por viabilizar realizacdo dos experimentos.
Muito obrigado a todos os membros do grupo, em especial ao Dr. Sergio
Scalzo e ao Ms. Victor Moura, sem vocés nenhum experimento seria
possivel. Obrigado ao pessoal do Laboratério Biofisica de Sistemas

Nanoestruturados por toda ajuda.

Muito obrigado por todo a mis amigos Karilane, Taylena, Ana Luisa, Alan y

Paolo.

Muchas gracias a Kukita, Adele, Yara, Paula y Laura que han visto de cerca

el estrés oxidativo mitocondrial (heheheh).

Muchas gracias a Purificacién Rio, mi amada Puri. Es que no puedo describir

la importancia que tienes en mi vida y para el cierre de este ciclo. Gracias por



ocupar el puesto de mi amiga mas mayor, y por seguir dando lecciones a la
gente a los 96 afos de vida. Gracias por ser un ejemplo de solidaridad,
empatia y bondad. Eres un sol, un cielo y todo lo mas grande este mundo.
Gracias por adoptarme como nieto y por salvar mi vida, si hoy puedo terminar
este ciclo es por ti. Muchas gracias a sus hijos Paloma, Angelines, Puri y

Julidn, por darme una familia madrilefa.

Gracias a mis amigos COSITAS, méas conocido como la ONU (Arthur,
Esteban, Daniela, Vanessa, Gabriela) por hacerme sentir en casa, por ser
literalmente mi familia con todos los rollos y lios incluidos. Sois o mejor que
me podria haber pasado. Gracias por darme fuerza para continuar, sin
vosotros tampoco habria llegado hasta aqui.

Muchas gracias a mis amigos de la cuarentena, que me han ayudado mucho
a tranquilizarme y relajarme del estrés que tenia con las copitas en el balcén
después de los aplausos. Muchas gracias, Nico, Tati, Javi, Agus y Ga. Sois
lo mejor de esta pandemia MUNDIAAAL, como decia Javi (hehehehe).

Gracias a todos mis amigos Lucia M., Asuncion, Isabel, Carlos, Lucia, Paul,

Neta y Pera por la amistad y por los animos.

A parte de los Homo sapiens sapiens, no podria dejar de das las gracias a
mes Petits chats, Boulette y Brioche Macaron, por haber tenido un papel
fundamental en mi salud mental durante esta etapa de mi vida, gracias por
haberme hecho pensar en las cosas simples de la vida, las que realmente
valen la pena. A mis plantas Manolo, Carmen y Encarna, que puede incluso
parecer broma, pero me han entretenido mucho y con su belleza han alegrado
los dias dificiles.

Es posible que yo cometa algun despiste y olvide mencionar a alguien que ha

sido importante en esta etapa. Por ello, incluyo en mis agradecimientos a



TODOS aquellos que sienten haber tenido un papel verdaderamente

importante para que yo consiguiese llegar hasta aqui.

Por ultimo y no menos importante, escribo los agradecimientos direccionados
a mi, por mi trayectoria, por mi historia de vida, por mis limitaciones, por mi
insistencia, por mis dolores, por mis cicatrices, por mis dudas, por mis
fragilidades, por mi caracter, por mi educacion, por mi lealtad, por mi bondad,
por mi creatividad, por mis lagrimas, por mi coherencia, por mi osadia, por mi
criticidad, por mi alegria, por mis errores, por mi entusiasmo y decepciones.
Gracias a todo lo bueno y a todo lo malo, que me ha posibilitado construir mi

trayectoria y sacar fuerzas para continuar y llegar hasta aqui



ABREVIATURAS



4-PBA

a-SMA

Ang Il

ASK1

ATF4

ATF6

ATF6a

BiP

BNP

CALRT

CHOP

CMLV

CTGF

cTn

E/A

ECA

ECG

ECV

elF2a

eNOS

Acido 4-Fenilbutirico

Alfa Actina de Musculo Liso

Angiotensina

Quinasa 1 Reguladora de la Sefial de Apoptosis
Factor de Transcripcion Activador 4

Factor de Transcripcion Activador 6

Factor de Transcripcion Activador 6 Alfa
Proteina de unién a la inmunoglobulina

Péptido Natriurético Tipo B

Calreticulina

Proteina Homologa de Union al Potenciador de CCAAT
Células de Musculo Liso Vascular

Fator de Crecimiento de Tejido Conectivo
Troponina Cardiaca

Relacion de las Ondas Ey A

Enzima Convertidora de Angiotensina
Electrocardiograma

Enfermedades Cardiovasculares

Factor de Iniciacion Eucariota 2 Alfa

Oxido Nitrico Sintasa Endotelial



ERAD

ERK

ERNs

EROs

FEVI

FA

H20:>

HOMA-IR

IL-6

IMC

IRE1a

JNK

LDL

MCP-1

MDA

MEC

MitoQ

MMPs

MnSOD

MPO

Degradacion de Proteinas Asociada al Reticulo Endoplasmico
Cinasas Reguladas por Sefiales Extracelulares
Especies Reactivas de Nitrogeno

Especies Reactivas de Oxigeno

Fraccion de Eyeccién del Ventriculo Izquierdo
Fraccion de Acortamiento

Perdxido de Hidrogeno

indice de Resistencia a la Accién de la Insulina
Interleucina-6

indice de Masa Corporal

Proteina 1 Alfa dependiente de inositol
Cinasas c-Jun N-terminal

Lipoproteinas de Baja Densidad

Proteina Quimiotactica de Monocitos-1
Malondialdehido

Matriz Extracelular

Mitoquinol mesilato

Metaloproteinasas de Matriz

Superéxido Dismutasa de Manganeso

Mieloperoxidasa



NFkB
NO
Nrf-2

NSTEMI

02~
"OH
OMS
ox-LDL

PERK

PTPm
RE
SOD
SRAA

STEMI

TGF-B
TIMPs
TNF-a

TTP

Factor nuclear kappa B
Oxido Nitrico
Fator Nuclear Derivado de Eritréide 2

Sindrome Coronario Aterotromboético Agudo sin Elevacion

del Segmento ST

Anién Superodxido

Radicales Libres Hidroxilos
Organizacion Mundial de la Salud
Lipoproteina de Baja Densidad Oxidada

Proteina Cinasa del RNA Unida a una Cinasa del Reticulo
Endoplasmico

Poros de Transicion de Permeabilidad mitocondrial
Reticulo Endoplasmico

Superéxido Dismutasa

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

Sindrome Coronario Aterotrombético Agudo con Elevacion

del Segmento ST

Factor de Crecimiento Transformante-Beta
Inhibidores Tisulares de las Metaloproteinasas
Factor de Necrosis Tumoral Alfa

Cation Lipidico Trifenilfosfonio



TUDCA

UPR

VD

Vi

XBP-1

Acido Ursodesoxicolico Conjugado con Taurina
Respuesta a Proteinas Mal Plegadas
Ventriculo Derecho

Ventriculo Izquierdo

Proteina de unién X-box 1



INDICE



SUMMARY i 29
INTRODUGCCION .....ueivitiitiietectesieteste sttt st ste s ste s sestesae et saesesnesaene s, 34
1. OBESIDAD. ... 35
1.1. Definicion y clasificacion ...............cveiiiiieeiiiiieiiee e, 35

1.2. Prevalencia de laobesidad...........ccccooviiiiiiiiiiiiiiiii e, 38

1.3. Tejido adiposo como un érgano endocCrino ...........ccceeeeeeeeeeeeennn. 39

1.4. Consecuencias cardiovasculares de la obesidad ...................... 42

2. INFARTO DE MIOCARDIOQO ....cviiiiiieiceeee e 51
2.1. Definicidn y clasificacion ............ccccoooeeiiiiiiiiiiiie e 51

2.2.  Prevalencia del Infarto de miocardio............cccooveeeiiiieiiiiiiinnnnenn. 56

2.3. Consecuencias cardiacas del Infarto de Miocardio.................... 57

3. MECANISMOS IMPLICADOS EN LAS CONSECUENCIAS
CARDIOVASCULARES ASOCIADAS A LA OBESIDAD Y AL INFARTO DE

11 1@ 1@ AN = I ] 59
3.1. Fibrosis cardiovasCular .............ccooiieeeeiiiiiiiiiiie e 60

3.2, LIPOtOXICIAAd .....cceeiviiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 65

3.3. Estrés del reticulo endoplasmico ...........ooovviiiiiiieiiiieiiee e, 69

3.4, EStréS OXidatiVO.....cceevviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 77
HIPOTESIS Y OBJIETIVOS ...ttt eeeeeeeeaeeeeeeeaeeeaeeenee e s 85
PUBLICACIONES ... oot e e 88

Trabajo n° 1: The Interplay of Mitochondrial Oxidative Stress and

Endoplasmic Reticulum Stress in Cardiovascular Fibrosis in Obese Rats.

Trabajo n° 2: Mitochondrial Oxidative Stress Promotes Cardiac
Remodeling in Myocardial Infarction through the Activation of

Endoplasmic Reticulum SIreSsS. ..o 114



Trabajo n° 3 (no publicado): The role of mitochondrial oxidative stress

in cardiac damage induced by obesity associated with myocardial

INTANCHION 1N TAES. e e 136
DISCUSION ...ttt e e et e e e e e et e e e eee e e e eeaeeeeesssaeeeeseneeeeeesaanes 175
CON CLUSIONES ... e ettt et a et e e e e e e aeae s eaeeneneansneneanann 191

BIBLIOGRAFIA ..o e e ettt e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e esranes 193



RESUMEN



Introduccion: La obesidad se caracteriza por un exceso de grasa corporal, y
representa uno de los problemas de salud mas importante a nivel mundial. El
exceso de peso genera cambios metabdlicos y cardiacos que aumentan
drasticamente el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, como el
infarto de miocardio (IM). Tanto la obesidad como el IM generan cambios
hemodinamicos y celulares que conducen a un remodelado cardiaco
patologico y a alteraciones en el funcionamiento del corazén, que pueden
resultar en el desarrollo de la insuficiencia cardiaca. Ademas, la presencia
conjunta de obesidad y de IM puede resultar un complejo contexto patolégico
que favorece y agrava el dafio cardiaco.

El estrés oxidativo puede jugar un papel central en el dafio cardiovascular
asociado a estos contextos patolégicos. Considerando que la mitocondria es
la principal fuente de especies reactivas de oxigeno, el objetivo del presente
estudio fue evaluar el posible papel del estrés oxidativo mitocondrial en las
alteraciones cardiovasculares inducidas por la obesidad, en el dafio cardiaco
asociado al IM y en el contexto patolégico en el que ambas patologias son
concomitantes, asi como la implicacién del estrés de reticulo endoplasmico
(RE) en estos cambios.

Métodos: Se desarroll6 un modelo de obesidad inducido por dieta mediante
la administracion de una dieta rica en grasas (HFD, 35 % de grasa; n=16) en
ratas macho Wistar de 6 semanas de edad durante 6 semanas. Animales que
recibieron una dieta de control (CT, 3,5 % de grasa; n=16) fueron utilizados
como grupo de referencia. La mitad de los animales de cada grupo recibieron
el antioxidante mitocondrial MitoQ (200 uM) en el agua de bebida durante todo
el periodo de evolucion.

Se desarroll6 también un modelo de IM mediante la ligadura de la arteria
coronaria descendente anterior izquierda en ratas macho Wistar de 12
semanas de edad (IM; n=20). Animales con operacion simulada, a los que no
se ligé la arteria coronaria, fueron utilizados como animales controles (CT;
n=20). La mitad de los animales de cada grupo recibieron el antioxidante
mitocondrial MitoQ (200 uM) en el agua de bebida. El tratamiento se inici6 en

el momento que se hizo la cirugia y se extendioé durante 4 semanas.
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Finalmente, se realiz6 un modelo experimental de IM y obesidad donde ratas
macho Wistar de 6 semanas de edad fueron alimentados con una dieta rica
en grasa (HFD) durante 10 semanas. En la sexta semana se indujo el IM
(HFD+IM; n=18). Ratas alimentadas con dieta control y cirugia simulada
fueron utilizadas como grupo control (CT; n=16). La mitad de los animales
recibié MitoQ del mismo modo que en los modelos anteriores.

El peso corporal de los animales fue medido semanalmente y la presion
arterial sistolica fue evaluada mediante pletismografia en la cola al final del
periodo de evolucion. La funcion y la estructura cardiaca fueron evaluadas
mediante un estudio ecocardiografico y de resonancia magnética cardiaca al
final del periodo de evolucién. Se realiz6 un analisis histolégico y un estudio
de biologia molecular de los mediadores fibroticos y marcadores del estrés de
RE y del dafio mitocondrial mediante la técnica de Western blot. También se
analizo una cohorte de pacientes ingresados con un primer episodio de IM a
los que se les realizé un estudio de resonancia magnética cardiaca durante el
ingreso en el hospital y a los 12 meses de seguimiento. Se midi6 la fraccion
de volumen extracelular (VEC), un marcador subrogado de fibrosis, y los
niveles séricos de mieloperoxidasa (MPO), un marcador del estrés oxidativo
en pacientes. El contenido de BiP y de colageno fueron medidos en muestras
de necropsia cardiaca de pacientes que habian sufrido o no un IM.

Con objeto de investigar la participacion del estrés oxidativo mitocondrial y
del estrés del RE en el desarrollo de la fibrosis, se llevo a cabo estudios de
cultivo celulares con células de musculo liso vascular (CMLV) y fibroblastos
cardiacos estimuladas con angiotensina Il (Ang Il, 10® M) en presencia o
ausencia del antioxidante mitocondrial MitoQ (5 nM) o del inhibidor
farmacoldgico del estrés RE, el acido 4-fenilbutirico (4PBA; 4 uM). Con el
objeto de conocer los posibles efectos del estrés oxidativo mitocondrial y el
estrés del RE sobre la funcion contractil del corazén, se realizé un estudio de
la contractilidad celular en cardiomiocitos de rata neonatal estimulados con
tunicamicina (100 nM), durante 24 horas en presencia o0 ausencia del
antioxidante mitocondrial, MitoTiempo (10 pM).
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Resultados: En los animales obesos no se observaron alteraciones ni en la
funcion cardiaca ni en la morfologia de la arteria aorta. Se observé un aumento
del peso corporal, asi como del indice de adiposidad en animales obesos. Los
animales obesos presentaron hipertrofia cardiaca y fibrosis cardiovascular
acompafada de niveles elevados de proteinas de la matriz extracelular como
el colageno | y mediadores profibréticos como el factor de crecimiento de tejido
conectivo (CTGF) y factor de crecimiento transformante-Beta (TGF-f). Estas
alteraciones se asociaron con la activacion del estrés de RE caracterizada por
niveles cardiacos y aorticos elevados de la proteina de union a
inmunoglobulina (BiP), la proteina disulfuro-isomerasa A6 (PDIAG) y la
proteina homéloga de union al potenciador de CCAAT (CHOP). El tratamiento
con MitoQ fue capaz de prevenir todas estas modificaciones a nivel cardiaco
y aortico. Ademas, se observd una asociacion positiva entre la fibrosis
cardiaca y los niveles de colageno I con proteinas implicadas en el estrés del
RE.

Animales con IM presentaron una reduccion en la fraccién de eyeccion del
ventriculo izquierdo (FEVI) y en la relacion de las ondas E y A (E/A) en
comparacion con los controles, ademas presentaron hipertrofia y fibrosis
cardiaca. La fibrosis cardiaca observada en ratas infartadas fue acompafiada
con el aumento de proteinas de matriz extracelular como coladgeno |, de
mediadores profibréticos (CTGF y TGF-p), de estrés oxidativo, de la activacion
del estrés del RE y un aumento de los niveles de proteinas que estan
asociadas a dafio mitocondrial. Se observo una correlacion positiva entre los
niveles cardiacos del marcador del estrés del RE, BiP, con los niveles
proteicos de colageno I. MitoQ redujo el estrés oxidativo y previno todos estos
cambios sin modificar el tamafio del infarto que fue de 32.1+14.9% en el grupo
MI+MQ comparado a 25,2 + 11,7% en animales |IM.

Finalmente, en el modelo de IM en presencia de obesidad se observé una
fibrosis cardiaca, la activacion del estrés del RE y dafio mitocondrial, cambios
gue mejoraron con el antioxidante mitocondrial MitoQ aunque no fue capaz de

prevenir el aumento del mediador profibrotico CTGF. Todos estos cambios
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observados en los diferentes modelos experimentales fueron independentes
de alteraciones en la presion arterial sistélica.

Los estudios in vitro mostraron que la presencia de MitoQ (5 nM) y el inhibidor
del estrés RE, el 4PBA (4 uM), fueron capaces de bloquear los efectos
prooxidantes y profibréticos de la angiotensina 1l (Ang II, 10® M) en
fibroblastos cardiacos y en CMLV. Ademas, el tratamiento de cardiomiocitos
con el antioxidante mitocondrial (MitoTempo) previno la disminucion de la
frecuencia del ciclo de contraccion-relajacion, la velocidad y el tiempo de
relajacion de los cardiomiocitos inducida por el activador farmacol6gico del
estrés del RE, la tunicamicina.

En un grupo de pacientes que han sufrido un primer IM se observo que la
FEVIy larelacion E/A fue de 57,6 £ 7,9 % y 0,96 * 0,34, respectivamente. Los
niveles de MPO, marcador de estrés oxidativo, se asociaron de manera
directa con la VEC. No se observaron cambios importantes en la funcion
cardiaca, nienla VEC o en la masa del VI durante el seguimiento de 12 meses
tras el IM. En muestras cardiacas de necropsia de pacientes que habian
sufrido un IM se observdé mayor contenido de BiP y de colageno que en
aquellos pacientes que habian muerto por causas distintas de origen
cardiovascular. Asimismo, se observo una asociacion directa entre los niveles
de BIP y los de colageno.

Conclusiones: Los datos de los diferentes estudios respaldan el papel del
estrés oxidativo mitocondrial en las consecuencias cardiovasculares
asociadas a la obesidad y al dafio cardiaco inducido por el IM y por la
asociacion de ambas patologias. El estrés oxidativo mitocondrial podria
mediar, en parte, sus efectos a través de la activacion del estrés del RE.
Ademas, el estudio in vitro con fibroblastos y CMLV sugiere la existencia de
una interaccion entre el estrés oxidativo mitocondrial y el estrés del RE, que
parece participar en el remodelado de la MEC que conlleva al desarrollo de la
fibrosis cardiovascular. El estudio in vitro con cardiomiocitos sugiere la
participacion del estrés oxidativo mitocondrial y del estrés del RE en las

alteraciones en la contractilidad celular.
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La asociacion entre el VEC y los niveles plasmaticos de MPO de pacientes
infartados, asi como la asociacion entre los niveles de BiP y el contenido de
colageno en muestras cardiacas de necrdpsica de pacientes con IM respalda
nuestros hallazgos en el modelo animal que sugieren la participacion del
estrés oxidativo mitocondrial y del estrés de RE en la fibrosis cardiaca inducida
por el IM.

En conjunto, estos resultados muestran al estrés oxidativo mitocondrial y al
estrés de RE como posibles dianas terapéuticas en los diferentes contextos
patolégicos estudiados, lo que sugiere nuevos enfoques terapéuticos para
prevenir/tratar las alteraciones cardiovasculares asociadas a la obesidad y al
IM.

Palabras clave: Dafio cardiovascular. Estrés del reticulo endoplasmico.

Estrés oxidativo mitocondrial. Infarto de miocardio. Obesidad.
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SUMMARY



Introduction: Obesity is characterized by an excess of body fat and
represents one of the most important health problems worldwide. Excess
weight causes metabolic and cardiac changes that drastically increase the risk
of cardiovascular disease, such as myocardial infarction (MI). Both obesity and
MI generate hemodynamic and cellular changes that lead to pathological
cardiac remodeling and alterations in heart function, which can result in the
development of heart failure. In addition, the joint presence of obesity and Mi
can result in a complex pathological context that favors and aggravates cardiac
damage.

Oxidative stress may play a central role in the cardiovascular damage
associated with these pathological contexts. Considering that mitochondria is
the main source of reactive oxygen species, the objective of the present study
was to evaluate the possible role of mitochondrial oxidative stress in
cardiovascular disorders induced by obesity, in cardiac damage associated
with MI, and in the pathological context in which both pathologies are
concomitant, as well as the involvement of endoplasmic reticulum (ER) stress
in these changes.

Methods: A diet-induced model of obesity was developed by administering a
high-fat diet (HFD, 35% fat; n=16). in 12-week-old male Wistar rats for 6
weeks. Animals receiving a control diet (CT, 3.5% fat; n=16) were used as the
reference group. Half of the animals in each group received the mitochondrial
antioxidant MitoQ (200 uM) in the drinking water throughout the evolution
period.

A model of MI was also developed by ligation of the left anterior descending
coronary artery in male Wistar rats (MI; n=20). Sham-operated animals, in
which the coronary artery was not ligated, were used as animal controls (CT;
n=20). Half of the animals in each group received the mitochondrial antioxidant
MitoQ (200 pM) in their drinking water. Treatment was started immediately
after surgery and continued for 4 weeks.

Finally, an experimental model of MI and obesity was performed in which male
Wistar rats were fed a high-fat diet (HFD) for 10 weeks. In the sixth week, M

was induced (HFD+IM; n=18). Rats fed a control diet and undergoing sham
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surgery were used as control group (CT; n=16). Half of the animals received
MitoQ in the same way as in the previous models.

The body weight of the animals was measured on a weekly basis, and the
systolic blood pressure was evaluated by tail plethysmography at the end of
the evolution period. Cardiac function and structure were evaluated by an
echocardiographic and cardiac magnetic resonance study at the end of the
evolution period. A histological analysis and a molecular biology study of
fibrotic mediators and markers of ER stress and mitochondrial damage were
performed using the Western blot technique. We also analyzed a cohort of
patients admitted with a first episode of Ml who underwent cardiac magnetic
resonance imaging on arrival at the hospital and during a 12-month follow-up.
Extracellular volume fraction (ECV), a surrogate marker of fibrosis, and serum
myeloperoxidase (MPO) levels, a marker of oxidative stress, were measured
in patients. BiP and collagen content were measured in cardiac necropsy
samples from patients who had or had not undergone Mi.

In order to investigate the role of mitochondrial oxidative stress and
endoplasmic reticulum stress in the development of fibrosis, cell culture
studies were carried out with vascular smooth muscle cells (VSMC) and
cardiac fibroblasts stimulated with angiotensin Il (Ang 1l, 10® M) in the
presence or absence of the mitochondrial antioxidant MitoQ (5 nM) or the
pharmacological inhibitor of ER stress, 4-phenylbutyric acid (4PBA; 4 uM). In
order to know the possible effects of mitochondrial oxidative stress and ER
stress on the contractile function of the heart, a study of cell contractility was
performed in neonatal rat cardiomyocytes stimulated with tunicamycin (100
nM) for 24 hours in the presence or absence of the mitochondrial antioxidant,
MitoTiempo (10 puM).

Results: In obese animals, no changes in cardiac function or aortic artery
morphology were observed. An increase in body weight was observed, as well
as in the adiposity index in obese animals. Obese animals presented cardiac
hypertrophy and cardiovascular fibrosis accompanied by elevated levels of
extracellular matrix proteins such as collagen | and profibrotic mediators such

as connective tissue growth factor (CTGF) and transforming growth factor-
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Beta (TGF-B). These alterations were associated with ER stress activation
characterized by elevated cardiac and aortic levels of immunoglobulin-binding
protein (BiP), protein disulfide isomerase A6 (PDIA6), and CCAAT enhancer-
binding homologous protein (CHOP). Treatment with MitoQ was able to
prevent all these changes at cardiac and aortic level. In addition, a positive
association was observed between cardiac fibrosis and collagen I levels with
proteins involved in ER stress.

Animals with MI presented a reduction in left ventricular ejection fraction
(LVEF) and in the ratio of E and A waves (E/A) compared to controls. In
addition, they presented hypertrophy and cardiac fibrosis. The cardiac fibrosis
observed in infarcted rats was accompanied by an increase in extracellular
matrix proteins such as collagen I, profibrotic mediators (CTGF and TGF-(3),
oxidative stress, ER stress activation, and increased levels of proteins that are
associated with mitochondrial damages. A positive correlation was observed
between the cardiac levels of the ER stress marker, BiP, with collagen | protein
levels. MitoQ reduced oxidative stress and prevented all these changes
without modifying infarct size, which was 32.1+14.9% in the MI+MQ group
compared to 25.2 £ 11.7% in IM animals.

Finally, in the model of Ml in the presence of obesity, cardiac fibrosis, ER stress
activation, and mitochondrial damage were observed. These changes were
improved with the mitochondrial antioxidant MitoQ, although it was not able to
prevent the increase in the profibrotic mediator CTGF. All these changes
observed in the different experimental models were independent of changes
in systolic blood pressure.

In vitro studies showed that the presence of MitoQ (5 nM) and the ER stress
inhibitor, 4PBA (4 uM), were able to block the prooxidant and profibrotic effects
of angiotensin Il (Ang Il, 10 M) in cardiac fibroblasts and in VSMC. In addition,
treatment of cardiomyocytes with the mitochondrial antioxidant (MitoTempo)
prevented the decrease in contraction-relaxation cycle frequency, velocity, and
relaxation time of cardiomyocytes induced by the pharmacological ER stress

activator, tunicamycin.
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In a group of patients who had suffered a first MI, it was observed that the
LVEF and the E/A ratio were 57.6 + 7.9% and 0.96 £ 0.34, respectively. MPO
levels, a marker of oxidative stress, were directly associated with ECV. No
significant changes in cardiac function, ECV, or LV mass were observed during
the 12-month follow-up after MI. Higher BiP and collagen content were
observed in necropsy cardiac samples from patients who had suffered an Ml
than in those patients who had died from other causes of other than
cardiovascular origin. In addition, a direct association was observed between
BiP and collagen levels.

Conclusions: The data from the different studies support the role of
mitochondrial oxidative stress in the cardiovascular consequences associated
with obesity and heart damages induced by MI and the association of both
pathologies. Mitochondrial oxidative stress could partly mediate its effects
through ER stress activation. In addition, the in vitro study with fibroblasts and
VSMC suggests the existence of an interaction between mitochondrial
oxidative stress and ER stress, which seems to participate in ECM remodeling
that leads to cardiovascular fibrosis development.

The in vitro study with cardiomyocytes suggests the involvement of
mitochondrial oxidative stress and ER stress in cell contractility alterations.
The association between ECV and plasma MPO levels of infarcted patients,
as well as the association between BIiP levels and collagen content in necropsy
cardiac samples from patients with MI, supports our findings in the animal
model that suggest the involvement of mitochondrial oxidative stress and ER
stress in MI-induced cardiac fibrosis.

Taken together, these results show mitochondrial oxidative stress and ER
stress as potential therapeutic targets in the different pathological contexts
studied, suggesting new therapeutic approaches to prevent/treat

cardiovascular disorders associated with obesity and MI.

Keywords: Cardiovascular damage. Endoplasmic reticulum stress.
Mitochondrial oxidative stress. Myocardial infarction. Obesity.
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INTRODUCCION



1. OBESIDAD

1.1. Definicion y clasificacion

La obesidad es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para
la salud . Es considerada un grave problema de salud publica de etiologia

multifactorial, que incluye causas de origen genéticas y ambientales 2.

La principal etiologia de la obesidad es el ambiente obesogénico determinado
por factores importantes como el entorno social, econémico y cultural, que
favorecen un patrén alimentario no saludable y el sedentarismo. Estos
favorecen, a su vez, un desequilibrio entre el consumo caldrico y el gasto
energético desencadenado una ganancia significativa del peso corporal

debido a un aumento de masa grasa 4 9.

El indicador antropométrico mas empleado para el diagnostico y clasificacion
de la obesidad es el indice de Masa Corporal (IMC). El IMC corresponde a la
relacion entre el peso expresado en kilos y la altura al cuadrado expresada en
metros del individuo. De esta manera, las personas cuyo IMC sea igual o
superior a 30 kg/m? se consideran obesas (Tabla 1). Este simple indicador es
utilizado para la clasificacion de personas adultas, independientemente del
sexo. Sin embargo, para la poblacién en edades de crecimiento y desarrollo,
los resultados deben ser clasificados segun los percentiles, indicadores
especificos de los patrones de crecimiento que tienen en cuenta la edad y el
sexo del individuo pudiendo reflejar exceso de peso. El aumento del IMC esta
relacionado a un mayor riesgo de desarrollar diferentes enfermedades entre

las que se incluyen enfermedades cardiovasculares (ECV) y metabdlicas &
7).

35



Tabla 1: Clasificacion del IMC. Fuente: (Organizacion Mundial de la Salud - OMS) ®),

adaptado por el autor.

Clasificacion IMC (kg/m?)
Normopeso 18.5-249
Sobrepeso 25-29.9

Obesidad grado | 30-34.9
35-39.9
Mas de 40

El IMC, a pesar de ser el indicador antropométrico mas utilizado, presenta
algunas limitaciones ya que no permite distinguir entre la cantidad de los
componentes grasos Yy la masa libre de grasa, ademas de no ser capaz de
identificar la distribucion de la grasa corporal. Dichas limitaciones pueden
conllevar a una clasificacion errébnea de personas con una alta proporcion de
masa muscular y ser definidas como personas con sobrepeso u obesidad.
Ademas, algunos factores como la edad, el sexo, el estado de hidratacion y el
origen étnico pueden afectar al IMC ), En este sentido, se recomienda utilizar
el IMC junto a otros indicadores antropométricos adicionales como la

circunferencia de la cintura y el indice cintura-cadera (10

La circunferencia de la cintura es un método simple y econémico ampliamente
utilizado para la estimacion de la grasa abdominal. Se ha correlacionado la
circunferencia de la cintura con la cantidad de grasa intraabdominal valorada
por métodos complejos y precisos como la tomografia computarizada 1V y la
absorciometria de rayos X de energia dual *? tanto en adultos como en nifios.
Por otro lado, el indice cintura-cadera es utilizado para determinar el patron

de acumulacién de grasa corporal, siendo util para la clasificacion anatémica
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de la obesidad tipo androide o ginoide, ademas de ser un parametro predictivo
del riesgo cardiometabdlico 314, La obesidad androide también denominada
obesidad central o abdominal se produce cuando hay un exceso de grasa
visceral o grasa intraabdominal entre los 6rganos internos que resulta en una
protrusion del abdomen, presentando un perfil similar al de una manzana
(Figura 1). Esta obesidad esta ampliamente asociada a ECVs y metabdlicas,
como el infarto de miocardio (IM) y la diabetes mellitus tipo II. En la obesidad
ginoide o periférica, el acumulo de grasa ocurre basicamente en la region de
la caderay en los muslos, presentando un perfil corporal similar al de una pera
(Figura 1). Este tipo de distribucion de la grasa se relaciona principalmente
con problemas circulatorios como disminucion del retorno venoso y aparicion
de varices en las extremidades inferiores. Del mismo modo, el acumulo
excesivo de grasa también puede estar distribuido de manera difusa, sin
predominancia en una zona especifica del cuerpo, siendo en este caso la

obesidad clasificada como obesidad de distribucion homogénea o difusa (1%
16)_

Sobre la cintura

Bajo la cintura

MANZANA PERA
obesidad androide obesidad ginoide

Figura 1: Tipo de obesidad segun el criterio de acumulacién de la grasa

anatémicamente. Fuente: (Gonzélez H, 2016) ¥, adaptado por el autor.
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Otros indicadores antropométricos han sido propuestos para clasificar la
obesidad de manera cuantitativa, reflejando la distribucién de la adiposidad
corporal. Entre los indices antropométricos ampliamente utilizados se incluyen
el indice de adiposidad corporal, que refleja el porcentaje de grasa corporal a
partir de la altura y circunferencia de la cadera 17 y el indice de conicidad, que
clasifica la adiposidad abdominal usando variables como el peso corporal, la

altura y la circunferencia de la cintura (8. 19),
1.2. Prevalencia de la obesidad

Los datos epidemiolégicos indican que la presencia de obesidad en la
poblacién mundial ha incrementado drasticamente, ya que su prevalencia se
ha triplicado en las dltimas cuatro décadas llegando a haber mas de 680
millones de personas con obesidad a nivel mundial M. Para 2030, se prevé
qgue 1 de cada 5 mujeres y 1 de cada 7 hombres desarrollaran obesidad (IMC
> 30kg/m?), lo que equivale a mas de 1000 millones de personas obesas en

el mundo (29,

En Espafia, la prevalencia de la obesidad en personas en edades
comprendidas entre 20 y 65 afios, también aumento6 del 14,5% al 21,6% del
afio 2000 al 2015 1. 22) | os datos mas recientes de la Encuesta Europea de
Salud en Espaiia del afio 2020 @3 muestran prevalencias alarmantes tanto de
sobrepeso: 37,6% (44,9% en hombres; 30,6% en mujeres) como de obesidad:
16,0% (16,5% en hombres; 15,5% en mujeres).

Debido al incremento de obesidad en la poblacion mundial y a sus
complicaciones, esta patologia se ha convertido en un grave problema de
salud publica y una gran amenaza a la salud de la poblacion de casi todos los
continentes del mundo. En las Ultimas 4 décadas también se ha observado un
incremento sostenido de la morbimortalidad, alcanzando 2,8 millones de
fallecimientos al afio, por patologias asociadas a la obesidad como son la

diabetes, la hipertension, la enfermedad cerebrovascular, la depresion y/o el
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cancer @24, Este aumento en la mortalidad es proporcional al incremento del

IMC, y al nimero de comorbilidades asociadas a la obesidad ©®).

Segun la OMS, las ECV son la principal causa de muerte en el mundo, con
una tasa de 17,9 millones de muertes por afio. Debido a su compleja
fisiopatologia y a sus efectos deletéreos, la obesidad es considerada un factor
de riesgo independiente para el desarrollo de ECV y se asocia con una alta

tasa de mortalidad (25 26,27, 28),
1.3. Tejido adiposo como un érgano endocrino

El tejido adiposo es un importante 6rgano endocrino con mdltiples funciones
metabdlicas. Estas funciones estan mediadas por diferentes sustancias de
diversa naturaleza, denominadas adipocinas. El aumento de tejido adiposo
que ocurre en la obesidad genera modificaciones estructurales y funcionales
en las células del tejido adiposo representando un factor critico para la
aparicion de comorbilidades. Este aumento de tejido adiposo puede ser
consecuencia de procesos de hiperplasia y/o hipertrofia de las células

adiposas.

La hiperplasia es el término utilizado para describir el aumento de grasa como
resultado del aumento del nimero de los adipocitos a partir de una célula
precursora (preadipocito) hasta un adipocito maduro. Muchos factores regulan
esta proliferacion como la exposiciébn a una dieta alta en grasa 9. El
crecimiento hiperplasico ocurre en etapas tempranas del desarrollo del tejido
adiposo debido a que en estas etapas de la vida los adipocitos alcanzan su
tamafio critico frente al acumulo de lipidos, por lo tanto, es considerado un
proceso exclusivo de niflos y adolescentes G2 31, Una vez alcanzado su
tamafo critico, se estimula la adipogénesis para la formacion de nuevas
células adiposas con objeto de seguir con su capacidad de almacenamiento
de grasa (). Este proceso resulta en un incremento del niimero de adipocitos,
sin conllevar necesariamente un aumento en el tamafo celular, generando

hiperplasia adipocitaria.
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Independientemente del aumento en el nUmero de adipocitos, un acumulo
excesivo de grasa puede conllevar a un aumento en el tamafio celular
generando hipertrofia adipocitaria. Este aumento del area de los adipocitos
genera un ambiente inflamatorio 2 33, una vascularizacion y suministro de
oxigeno reducidos @4 3 y cambios importantes en el perfil secretor de las
adipocinas 6 37) que se relaciona con la obesidad central y, por lo tanto, con
complicaciones metabdlicas ®.Dicha modificacion del perfil secretor de
adipocinas favorece la disminucion de la sensibilidad a la insulina y genera un

ambiente inflamatorio producido principalmente por monocitos y macréfagos
(32, 33)

Debido a todo ello, en las ultimas décadas, el tejido adiposo ya no se
considera Unicamente un depédsito de energia, sino que actualmente es
considerado un tejido metabolicamente activo complejo con funcién
endocrina, es decir, con capacidad de secretar diferentes adipocinas que
intervienen en la regulacion de la ingesta de alimentos, del metabolismo de la
glucosa y de lipidos, la termogénesis, la inmunidad, funciones

neuroendocrinas y cardiovasculares, entre otras 9,

Hay mas de 50 tipos de adipocinas identificadas. Muchas de estas moléculas

juegan un papel importante en el riesgo cardiovascular, incluyendo:

e Factores moduladores de la inflamacion: adipocinas proinflamatorias como
el Factor de Necrosis Tumoral-Alfa (TNF-a), la interleucina-6 (IL-6) o la
proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) ¢0.41.42.43) "entre otros. Sin
embargo, los adipocitos también son capaces de producir adipocinas que
tienen efectos antiinflamatorios y por ello son consideradas moléculas
cardioprotectoras, como es el caso de la adiponectina que ademas de sus
propiedades antiinflamatorias, participa en la regulacion del metabolismo

y genera efectos antiapoptoticos 4 45.46),

e Factores moduladores del balance energético: entre otros cabe destacar
la leptina, que participa en el control de la ingesta de alimentos y, por tanto,
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del balance energético, ademas de ejercer acciones prooxidantes y

profibréticas a nivel cardiovascular ¢7-48),

e Factores implicados en el metabolismo glucémico: en este sentido, es
importante mencionar la resistina “° 59, un polipéptido secretado por los
macrofagos residentes en el tejido adiposo. Sus niveles estan aumentados
en la obesidad e involucrados en el desarrollo de la resistencia a la accion
de la insulina ademas de jugar un papel regulador en la respuesta

inflamatoria 152,

e Factores vasoactivos como la Angiotensina Il (Ang Il) que juega un papel
importante en la regulacion de la presion arterial. Ademas, la Ang Il ejerce
efectos proinflamatorios, prooxidantes y profibréticos a nivel

cardiovascular (53.54.55),

En relacion a las modificaciones del perfil secretor de adipocinas en el
contexto de obesidad se ha visto un aumento en el ratio leptina/adiponectina,
como consecuencia de una secrecion aumentada de leptina acompafada de
una secrecién disminuida de adiponectina. Es por ello que este perfil secretor
modificado en la obesidad podria explicar, en parte, algunas complicaciones
metabdlicas asociadas a la obesidad, como la resistencia a la accion de la
insulina, asi como el estado inflamatorio 6 57. 58  Por lo tanto, la
hiperleptinemia representa un importante factor de riesgo para enfermedades

cardiovasculares (8. 59. 60, 61)

Ademas de las modificaciones del perfil secretor de multiples adipocinas,
cuando se supera la capacidad de almacenaje de grasa por parte de los
adipocitos, los triglicéridos se depositan ectopicamente en diferentes tejidos
generando lipotoxicidad que favorece la aparicibn de alteraciones en el
metabolismo glucidico ©2 63 64 Por |o tanto, la expansion masiva y el
remodelado del tejido adiposo durante la obesidad afectan a la homeostasis

de diferentes sistemas fisiologicos, entre ellos el sistema cardiovascular.
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Figura 2: Representacion esquemética del tejido adiposo como drgano endocrino.
Fuente: (Rada CR y col., 2021) 9, adaptado por el autor.

1.4. Consecuencias cardiovasculares de la obesidad

La expansion del tejido adiposo determina una mayor demanda metabdlica.
Para atender a esta necesidad, el organismo del individuo obeso desarrolla
multiples adaptaciones como el aumento de la volemia, la hiperactivacion del
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) y/o un aumento de la
actividad simpatica, entre otros procesos. Estos mecanismos adaptativos
resultan en un aumento de la frecuencia cardiaca, del volumen sistdlico y, por
lo tanto, del gasto cardiaco 6 7). La exposicion permanente del corazén a
esta sobrecarga hemodinamica favorece la hipertrofia del ventriculo izquierdo
(VI) pudiendo generar un remodelado cardiaco y el deterioro de la funcion

cardiaca (66 68),

El remodelado cardiaco es definido como alteraciones en el tamaio, la forma
o la estructura de una o mas cavidades cardiacas ©®. Una produccion

excesiva de componentes de la MEC, especialmente de coldgeno por parte
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de los fibroblastos residentes en el miocardio, favorece el desarrollo de
fibrosis. Este proceso puede conducir a la alteracion de la estructura cardiaca
aumentando su rigidez y, pudiendo deteriorar la funcién sistélica y/o diastélica
en la obesidad %9, que se si mantiene en el tiempo puede progresar al

desarrollo de insuficiencia cardiaca (/9.

El remodelado cardiaco puede ser clasificado como remodelado concéntrico,
hipertrofia concéntrica o hipertrofia excéntrica (Figura 3). El remodelado
concéntrico se caracteriza por un aumento del grosor de la pared del VI que
se acompafia con una disminucion de la luz de la camara ventricular izquierda
sin cambios en la masa del ventriculo. Un aumento de la masa del corazon
define la presencia de hipertrofia % 7. Si la hipertrofia ventricular se
acompafa de un aumento de la pared del VI determina la hipertrofia
concéntrica, mientras que si no se produce un aumento del grosor de la pared
se produce hipertrofia excéntrica. En este sentido se ha observado que
individuos obesos muestran un aumento en la masa del VI 8 73 junto con un
aumento del grosor de la pared y una disminucion del volumen de la camara
ventricular, en consecuencia, presentan un patron geométrico de hipertrofia
concéntrica ™ que se asocia con un elevado riesgo cardiovascular y la
aparicion de eventos isquémicos (7%, Estas alteraciones en la estructura del
VI pueden ser consecuencia de diferentes factores neurohormonales,
metabolicos (/® y hemodindmicos que, a su vez, puede conllevar a

modificaciones en la funcién cardiaca, tanto sistélica como diastdlica.
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Figura 3: Representacion esquematica de los diferentes patrones de geometria
ventricular. Fuente: (Nauta JF y col., 2020; Vakili BA, Okin PM y Devereux RB, 2001) (7. 78),
adaptado por el autor.

Ademas de los cambios estructurales, la presencia de obesidad predispone a
la aparicion de cambios funcionales a nivel cardiaco. Segun la Asociacion
Europea de Imagen Cardiovascular, la disfuncion sistélica se caracteriza por
una fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) reducida. La FEVI se
expresa en porcentaje e indica el porcentaje de la sangre expulsada en la
sistole ventricular frente a la acumulada al final de la diastole en el VI. Los
valores de referencia minimos para considerar la FEVI normal han ido
variando. La Asociacion Europea de Imagen Cardiovascular establece una
FEVI normal cuando es = 52% para varones Yy = 54% para mujeres (. Debido
a la complejidad de los estudios ecocardiograficos y las dificultades para su
interpretacion, ademas de las variaciones relacionadas con el sexo, edad y
etnia @9, la guia del afio 2021 para el diagndstico y tratamiento de la
insuficiencia cardiaca de la Sociedad Europea de Cardiologia establece una
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FEVI > 50% como un valor de corte para determinar la presencia de disfuncion

sistélica @Y,

La disfuncién diastolica del VI se define por una relajacién alterada del
miocardio debido al aumento de la rigidez de la camara ventricular izquierda,
incapacitando el llenado normal del VI sin necesidad de conllevar un aumento
anormal en la presion diastdlica final del VI ®2 83 |as alteraciones en la
funcién diastdlica del VI se valoran mediante ecocardiografia con Doppler
tisular que permite medir el flujo sanguineo en la valvula mitral tanto durante
la diastole auricular, representado por la onda de llenado pasivo E (onda E),
como en la sistole auricular, representado por la onda de llenado activo (onda
A). Debido a que el llenado ventricular se produce fundamentalmente de
manera pasiva, es decir, sin contraccién auricular, el patrén de llenado del VI
en un corazon normal es caracterizado por la presencia de una onda E
predominante con aceleracion rapida y por la presencia de una onda A menos
predominante, debido al menor volumen de sangre que entra en la auricula
tras la fase de llenado pasivo 4 8) Por lo tanto, la relacion E/A es un
parametro ampliamente utilizado en la practica clinica para diagnosticar la
disfuncion diastdlica, siendo clasificada como normal cuando los valores del
ratio E/A estan entre 0.8 'y 2 ),

En el contexto de la obesidad, diferentes estudios muestran que los pacientes
obesos presentan una reduccion de la relacion E/A, que se asocia
inversamente con el IMC ®6.87)_ Ademas, se ha descrito que la reduccién de
la relaciébn E/A observada en nifios y adultos obesos mejoré después de
someterse a una cirugia bariatrica, confirmando el impacto negativo del

exceso de grasa corporal sobre la funcion diastélica (88 89),

Los vasos sanguineos, al igual que el corazdn, sufren un proceso de
remodelado frente al estrés mecanico y hemodinamico asociados a la
obesidad. Este remodelado vascular es un proceso activo que puede implicar
alteraciones celulares como la hipertrofia y la proliferacion de las células, la

migracion, la muerte, la organizacion del citoesqueleto y el cambio de fenotipo
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celular (0. 91, 92,93, 94) Al jgual que ocurre a nivel cardiaco, los cambios
estructurales a nivel vascular también pueden favorecer alteraciones

funcionales 3 que predisponen a un mayor riesgo cardiovascular.

Las consecuencias vasculares asociadas a la obesidad pueden afectar a las
diferentes capas vasculares: la capa intima o endotelial, la capa media y la

capa exterior o adventicia.

La capa intima de los vasos sanguineos esta formada por células endoteliales
ancladas a una lamina basal, que recubren la pared luminal de las arterias, de
los capilares y de las venas®). El endotelio tiene un papel clave en el
mantenimiento de la homeostasis vascular a través de la sintesis y la
liberacion de diferentes sustancias vasoactivas
(vasodilatadoras/antitrombdticas y vasoconstrictoras/protrombéticas) 6 7)
regulando la presion arterial y el flujo sanguineo local. Ademas de la
regulacion del tono vascular, estas sustancias derivadas del endotelio pueden
participar en procesos importantes como la coagulacion, la fibrindlisis y las
reacciones inflamatorias e inmunologicas; la produccion de especies reactivas
de oxigeno (EROs) y especies reactivas de nitrdgeno (ERNs) 8 99 Una de
las consecuencias de la obesidad a nivel vascular es la disfuncion endotelial,
una condicion en la cual las células endoteliales que forman la capa intima
adquieren un fenotipo proaterosclerético ©® caracterizado por una
biodisponibilidad reducida de o6xido nitrico (NO), el principal compuesto
regulador de la homeostasis vascular %) y/o por una generacion
predominante de sustancias vasoconstrictoras, proateroscleréticas,

protrombéticoas y proinflamatorias ©°®) (Tabla 2).
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Tabla 2: Factores vasoactivos que regulan el tono vascular. Fuente:
(Martinez-Martinez E y col., 2021) 19, adaptado por el autor.

SUBSTANCIAS BIOACTIVAS EFECTO
Acetilcolina Vasodilatador
Oxido Nitrico Vasodilatador
Bradicinina Vasodilatador
Prostaciclina Vasodilatador
Factor Hiperpolarizante del Endotelio Vasodilatador
Endotelina-1 Vasoconstrictor
Tromboxano A; Vasoconstrictor
Angiotensina Il Vasoconstrictor

Otra estructura vascular que también se puede ver afectada en el contexto de
la obesidad es la capa media, que constituye una unidad funcional formada
principalmente de células de musculo liso vascular (CMLV) y por elastina que
confieren la capacidad de distensibilidad y elasticidad a los vasos, pudiendo
expandirse y retraerse durante el ciclo cardiaco (192, Esa estructura vascular
puede sufrir modificaciones importantes frente al estrés mecanico y
hemodinamico inducidos por la obesidad, resultando principalmente en un
engrosamiento de la capa media, como consecuencia del aumento de la
deposicion excesiva de MEC, proceso conocido como fibrosis vascular. La
disminucion de elastina, o la desorganizacion de la misma, en la capa media
es otra alteracion vascular que conduce a una pérdida de la capacidad elastica
de la arteria, favoreciendo la rigidez vascular & 9% 103) Estas alteraciones
pueden resultar en la disminucion de la luz del vaso y consecuentemente del
flujo sanguineo, pudiendo comprometer el aporte sanguineo a los érganos,
incluido el corazén favoreciendo de esta manera la aparicion de eventos

isquémicos.

La obesidad también puede afectar a la capa adventicia, la capa mas externa
de la pared vascular que esta compuesta principalmente por fibroblastos y que
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ademas incluye los vasa vasorum y vasos linfaticos, los nervios, las células
progenitoras y células inmunitarias. Ademéas de proporcionar soporte
estructural y proteccion al vaso, las células de la capa adventicia son capaces
de detectar y generar respuestas a diferentes estimulos a través de la
comunicaciéon entre ellas, asi como con las células de los tejidos vecinos.
Estas caracteristicas convierten la adventicia en un compartimento con
funciones complejas sobre la regulacion de la funcién vascular 01 104 En
respuesta al estrés hormonal, inflamatorio y ambiental como la hipoxia, las
células de la adventicia residentes (fibroblastos, células inmunitarias y células
progenitoras) son activadas favoreciendo procesos como el aumento de la
proliferacion celular, modulacion de los componentes de la MEC y la secrecion
de quimiocinas y citocinas que afectan a otras células de la pared vascular.
Por lo tanto, la capa adventicia es capaz de regular la estructura y la funcion

vascular (104,

Las modificaciones en la estructura vascular, como son los cambios en el
diametro de la luz, en el grosor de la pared y en la composicion de la pared,
reflejan un remodelado vascular. Mulvany y col., describieron los tipos de
remodelado vascular y sugirieron una representacion gréafica atil para la
clasificacion de los diferentes tipos de remodelado %) (Figura 4). Segln los
autores, el remodelado puede ser clasificado como remodelado eutrofico,
hipertréfico e hipotréfico. El remodelado eutréfico ocurre cuando los cambios
en el didmetro de la pared del vaso sanguineo no modifican la relacion entre
el grosor de la pared y su lumen (pared/lumen). En el remodelado hipertréfico
hay un aumento del grosor de la tunica media y por ello, el ratio tunica
media/lumen esta aumentado. El remodelado de tipo hipotréfico es
caracterizado por una disminucion en el espesor de la tlunica media,
aumentando por ello el area del lumen y disminuyendo la relacion tinica
media/lumen. Ademas, en funcién del diametro de la luz del vaso, estos tipos
de remodelado se pueden clasificar en remodelado “hacia el interior” cuando
la luz del vaso disminuye o en remodelado “hacia el exterior” cuando la luz del

vaso aumenta (109,
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Remodelado Remodelado Remodelado
hipotréfico eutrofico hipertréfico

Remodelado
hacia el interior

Normal

Remodelado
hacia el exterior

Figura 4: Representacion esquematica de los tipos de remodelado vascular. Fuente:
(Van Varik BJ y col., 2012) %) adaptado por el autor.

En general, el remodelado vascular asociado a las enfermedades
cardiometabodlicas en pequefias arterias tiende a ser hipertrofico vy
acompariado de un mayor depdsito de MEC (107 108) E| remodelado de las
arterias de conduccion suele ser caracterizado por un aumento del grosor de
la capa media o de las capas intima-media, que contribuye al engrosamiento

de las paredes, aumentado su rigidez y disminuyendo su distensibilidad “&
109).

Las diferentes y complejas alteraciones cardiovasculares asociadas a la
obesidad, tales como la sobrecarga hemodindmica, el aumento de la
contractilidad miocéardica, de la frecuencia cardiaca o de la vasoconstriccion,
entre otros, contribuyen a un desajuste entre la demanda y el aporte de
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oxigeno al miocardio (Figura 5). Es por ello que los pacientes obesos tienen
un mayor riesgo de sufrir un evento isquémico 8. 110,111, 112) Esta asociacion
entre la obesidad y eventos isquémicos fue descrita en diferentes estudios
gue muestran que pacientes con IMC mayor de 30 kg/m2 presentaron un
mayor riesgo de sufrir un IM en comparacion con sujetos normopeso (13. 114,
115)_ Este hecho se confirma en estudios que han mostrado que la disminucion
del peso corporal en pacientes obesos y consecuentemente su IMC,

disminuye el riesgo de sufrir un IM (116 117),

La resistencia a la insulina, coman en pacientes obesos, favorece ademas una
mala adaptacién metabdlica cardiaca, caracterizada por una disminucion de
la oxidacion de glucosa como fuente energética y como consecuencia, un
aumento de la oxidacion de acidos grasos. Este cambio favorece el acumulo
de lipidos en el corazdn y en las mitocondrias, generando una lipotoxicidad
cardiaca, aumentando el estrés oxidativo y disminuyendo la eficiencia

cardiaca (62 118),

Disminucion del Aumento de la
suministro de oxigeno OBESIDAD demanda de oxigeno

Es "
| Frecuencia

T Frecuencia cardiaca ¢
cardiaca

(Disminuye el tiempo de
llenado diastolico)

l Calibre del vaso T Contractilidad

sanguineo miocérdica
Perfusién Resi .
. esistencia a la
l Cototiana T eyeccion (post-carga)

‘ Cémara ventricular
(Disminuye el volumen de T Presion de llenado
llenado diastélico) ventricular (pre-carga)

T Tension de la pared ventricular * Tensiéndala pared

(aumenta la compresion de los ventricular
vasos intramiocardicos)

Figura 5: Factores que pueden afectar el suministro y la demanda de oxigeno del

miocardio en el contexto de la obesidad.
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2. INFARTO DE MIOCARDIO

2.1. Definicion y clasificacion

Segun la 42 definicion universal, el IM es una condicion patologica definida
como la muerte de cardiomiocitos que conlleva a una necrosis celular
secundaria debido a una isquemia miocéardica prolongada que genera

desequilibrio entre el suministro y la demanda de oxigeno en el corazén (119,

Para obtener una correcta evaluacion del dafio miocérdico y realizar un
diagndstico preciso y un tratamiento especifico del IM, la Sociedad Europea
de Cardiologia y la Asociacion Estadounidense del Corazon recomiendan
técnicas de imagen avanzadas (120 121) Actualmente la resonancia magnética
nuclear cardiaca (RMN) con contraste (Gadolinio) es la técnica més utilizada
debido a su elevada sensibilidad y precision para detectar el IM y delimitar el

area de extension del infarto y su transmuralidad (122 123),

A partir de la evaluacion de la extension de tejido necrosado es posible
clasificar el IM en transmural o no transmural (subendocardico) (Figura 6). En
el caso del infarto transmural, se produce una oclusion coronaria prolongada
y/o total que afecta la pared miocéardica por completo. Por otro lado, el IM no
transmural o subendocardico, afecta solamente las capas mas internas del
tejido cardiaco y suele generar un area de necrosis mas pequefia, ya que el
tiempo de la oclusién coronaria es corto y la obstruccion arterial es parcial.
Los IM del tipo transmurales suelen tener mayores consecuencias cardiacas
que los no transmurales, ya que en los IM no transmurales el epicardio no
afectado suele conservar su funcion contractil. Por lo tanto, pacientes con IM
de etiologia isquémica pueden presentar realce con gadolinio a nivel
transmural o subendocardico, sin embargo, el infarto subepicardico es

caracteristico de otras etiologias (124 125, 126),
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Figura 6: Representacion de la clasificacién del infarto de miocardio en cuanto a la

extension del tejido necrosado. VD: ventriculo derecho; VI: ventriculo izquierdo. Fuente:

(OnlineMEdEd) 27,

Tradicionalmente el diagnostico de IM estuvo centrado en las alteraciones en
la conduccion eléctrica observadas mediante estudios electrocardiograficos
(ECG). Actualmente, ademas de los estudios de ECG se utilizan diferentes
métodos de diagndstico y de evaluacion del IM como pruebas de imagenes
invasivas y no invasivas, la evaluacién patolégica clinica y analisis
bioquimicos llevados a cabo principalmente a través de la evaluacion de los

niveles circulantes de troponina cardiaca (cTn) (128 129),

La cTn es un complejo intracelular compuesto por 3 subunidades (I, Ty C)
que forma parte de la maquinaria contractil de los miocitos cardiacos 39, En
presencia de isquemia miocardica se produce una elevacion de los niveles
plasmaticos de cTn secundaria a una degradacion de los complejos de cTny
alteracion en la permeabilidad de la membrana del cardiomiocito, que conduce
a la difusién pasiva de cTn desde la célula al espacio extracelular 31, Este
hecho respalda su utilizacion como un biomarcador especifico de valoracion

de presencia de dafio cardiaco en la préactica clinica. Cuando los valores
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séricos de cTn superan el limite del percentil 99 en diferentes determinaciones
consecutivas, indica la existencia de dafio o lesibn miocardica aguda.
Ademas, los valores de cTn también son Utiles para clasificar algunos de los
diferentes tipos de IM. Segun la definicion universal mas reciente, el IM puede

ser clasificado en 5 tipos diferentes segln su etiologia 1% 132) (Figura 7):

e El infarto de miocardio tipo 1 es una lesiébn miocardica relacionada con
la enfermedad arterial coronaria aterotrombética aguda. Esta es
ocasionada por una ruptura de la placa aterosclerética, lo que reduce o

interrumpe el suministro de sangre al miocardio.

e Elinfarto de miocardio tipo 2 esta relacionado con un desequilibrio entre
el suministro y la demanda de oxigeno del miocardio. Este desequilibrio es
producido por la exposicibn a estimulos estresantes que no estan

relacionados con la aterotrombosis coronaria aguda.

e Elinfarto de miocardio tipo 3 clasifica pacientes que presentan sintomas
sugestivos de isquemia miocardica acompariada de alteraciones en el ECG
o fibrilacion ventricular, pero mueren antes de que se pueda medir los
niveles de los biomarcadores cardiacos o antes de que aumenten en la

circulacion.

e El infarto de miocardio tipo 4 esta relacionado con una intervencion
coronaria percutanea y puede estar dividido en tres diferentes subtipos, tipo
4a, 4b y 4c. El tipo 4a presenta un aumento de los valores de cTn 5 veces
por encima del limite de referencia del percentil 99, antes de la cirugia. El
IM tipo 4b y tipo 4c estan asociados a la trombosis de stent y a la

reestenosis focal o difusa, respectivamente.

e En el infarto de miocardio tipo 5 el dafio cardiaco esta asociado con la
cirugia de revascularizacion miocardica. Para ser clasificado como IM tipo
5 se debe observar un aumento de los niveles de cTn 10 veces superior del

percentil 99 antes de la cirugia.
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TIPOS DE INFARTO DE MIOCARDIO

Ruptura, erosioén o diseccion de placa aterosderdtica. g

Desequilibrio entre ia oferta y demanda miocirdica. ————————

Muerte cardiaca con sintomas sugestivos de isquemia miocirdica. [N 2

Relacionado a intervencién coronaria percutinea con niveles
plasmdticos de cTn > 5 veces por encima del percentil 99.

Relacionado a trombosis del stent. 3

Reestenosis focal o difusa.

Relacionado a dirurgia de revascularizacién miocirdica con ‘ i
elevacién de cTn > 10 veces del percentil 99.

Haaaltil

Figura 7: Esquema representativo de los tipos de infarto de miocardio.

Frecuentemente el mecanismo predictivo para el IM es la formacién y la
ruptura de una placa aterosclerética coronaria generando la oclusion parcial o
total de la arteria, lo que resulta en un sindrome coronario aterotrombotico
agudo sin elevacion del segmento ST (NSTEMI del inglés, Non-ST-elevation
myocardial infarction) o con elevacion del segmento ST (STEMI del inglés, ST

segment elevation myocardial infarction) en el ECG, respectivamente (121,

Debido a las manifestaciones clinicas indistinguibles, asi como el manejo
terapéutico similar, el NSTEMI es comunmente agrupado con el diagndstico
de angina inestable (sin cambios en los biomarcadores cardiacos) como
sindromes coronarios agudos sin cambios en el segmento ST. Sin embargo,
pacientes con NSTEMI tienen una mayor sensibilidad a las pruebas de
troponina, por lo que, la proporcién de pacientes con sindrome coronario
agudo con biomarcadores negativos (angina inestable) ha disminuido (menos
del 10% de los casos) resultando en un aumento del diagnéstico de IM (133),
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Del mismo modo, aproximadamente el 10% de todos los casos de isquemia
miocardica se producen en ausencia de enfermedad coronaria epicardica 2%,
Ademas de la mayor incidencia, el IM tipo | se manifiesta tipicamente con los
niveles de biomarcadores mas elevados que en el caso del IM tipo Il.

Asimismo, ambos tipos de infarto tiene una tasa de mortalidad similar 34,

En relacién con los factores de riesgo para el IM tipo | se ha visto que
enfermedades preexistentes como la hipertension arterial, la diabetes mellitus,
la hiperlipidemia y la obesidad aumentan el riesgo aterotrombotico. Ademas,
se ha descrito que un estilo de vida poco saludable como poca actividad fisica
y/o consumo de drogas de abuso son importantes factores de riesgo. Los
problemas emergentes como la angustia psicolégica y menos de seis horas
de suefio por noche también contribuyen al desarrollo de cardiopatia
isquémica. Los factores de riesgo para el IM tipo Il suelen ser mas complejos
y multifactoriales, ya que su etiologia es un desequilibrio entre la oferta y la
demanda de oxigeno al tejido cardiaco que puede surgir de cualquier proceso
agudo que conduzca a la taquicardia, la hipoxia o la hipotension sostenidas
(135,136, 137)  Ademas de ser condiciones predictivas para el IM, otros factores
de riesgo también conducen a peores prondsticos clinicos y a una elevada
mortalidad. En este sentido, el envejecimiento *38), la hiperglucemia y/o la
presencia de diabetes (139140 una funcién renal disminuida 38 o la presencia
de obesidad 41142 han mostrado una elevada asociacion con la aparicion de
eventos isquémicos. Esta asociacion entre obesidad y cardiopatia isquémica
puede ser explicada por la existencia de mdltiples mecanismos
fisiopatoldgicos en comun ademas de la presencia de otras comorbilidades

asociadas a la obesidad 143,

Diversos estudios han mostrado que los pacientes obesos con IM tienen peor
pronéstico, principalmente cuando la obesidad esta asociada a otras
patologias como la diabetes tipo 2, la dislipidemia, la hipertension y la
enfermedad cardiovascular aterosclerdtica, siendo importante priorizar el

control intensivo de los factores de riesgo y la reduccion de peso corporal 144,
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Se ha observado una asociacion entre la presencia de IM y la obesidad
evaluada por la relacion cintura-talla y la circunferencia de la cintura, asi como
niveles séricos elevados de colesterol total 4%, Esta asociacion se confirma
en otros estudios en los que el 62,4% de los pacientes que sufrieron un IM
tenian sobrepeso u obesidad. Del mismo modo, se observé una correlacion
entre el IMC y las alteraciones estructurales en el VI, indicando que personas
obesas con IM tiene un remodelado ventricular mas severo caracterizado por
la presencia de hipertrofia cardiaca 4. Ademas, se observé que pacientes
obesos con cardiopatia isquémica tienen las funciones contractiles y de
reserva de la auricula izquierda empeorada en comparacion con pacientes
normopeso 4. Ademas de las consecuencia hemodinamicas y metabdlicas
de la obesidad que favorecen la isquemia miocardica, se ha descrito que el
exceso de adiposidad abdominal, en casos de obesidad grave, puede inducir

el IM tipo 2 por compresion de la vena cava (149,

2.2. Prevalencia del Infarto de miocardio

El IM tiene un impacto relevante en la salud mundial afectando a mas de 7
millones de personas cada afio y es responsable de mas de un tercio de las
muertes anuales en los paises desarrollados 48, Entre los pacientes que
sufren un IM, el 70% de los eventos fatales se deben a la oclusion por placas
ateroscleréticas (IM de tipo 1) 129, Ademas, el IM responsable por la mayor
tasa de mortalidad es predominantemente el que no presenta elevacion del

segmento ST en los estudios de ECG (149,

En Espafia, el IM es una de las principales causas de muerte %0, Esta
situacion es consecuencia de la elevada prevalencia de factores de riesgo
cardiovasculares en la poblacion espafiola. Segun los datos del afio 2021 de
la Encuesta de Salud de la Fundacion Espafiola del Corazon (ESFEC), el
57,3% de los espafioles presentan dos o mas factores de riesgo

cardiovascular 51,
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A pesar de la reduccién importante a nivel mundial en la mortalidad por
enfermedad coronaria en las Ultimas décadas como consecuencia de
tratamientos farmacolégicos mas eficaces y la mejora de la rapidez en la
respuesta médica, el IM sigue representando un grave problema de salud
publica con una incidencia alarmante (152 153) Segun el Instituto Nacional de
Estadistica (INE, 2021) 3, las cifras de mortalidad por IM siguen aumentando
en Espafia donde en 2020 se observo un aumento del 1,86% en la mortalidad
por IM en relacion con el afio anterior. Las cifras mas actuales indican que en
el afio 2021 hubo méas de 13 mil muertes en Espafia por IM. Ademas de las
cifras actuales preocupantes, las proyecciones epidemiolégicas también son
alarmantes. Se estima un aumento considerable de la incidencia del sindrome
coronario agudo y un incremento de la mortalidad por esta enfermedad en
Espafia durante las préximas décadas como consecuencia del envejecimiento

poblacional (154 155),

En este contexto es necesario ademas de un control de los factores de riesgo
modificables y de un diagndstico precoz, alternativas farmacologicas eficaces
para prevenir eventos isquémicos y mejorar la morbimortalidad de pacientes
con IM. Para ello es importante investigar los diferentes mecanismos que
pueden estar implicados en las complicaciones cardiacas asociadas a las
ECV.

2.3. Consecuencias cardiacas del Infarto de Miocardio

La muerte de los cardiomiocitos inducida por la falta de oxigeno durante un
IM activa una secuencia de procesos para preservar las células restantes y
reemplazar las células muertas, evitando la ruptura de la pared ventricular y
el agravamiento del dafio cardiaco. En un corazén adulto, la capacidad de
regeneracion del tejido necrosado es muy limitada por lo que las células
muertas son reemplazadas por una cicatriz fibrética permanente con objeto
de intentar preservar la integridad anatdmica de los ventriculos. Dicha fibrosis
que ocurre en el area de necrosis del miocardio para substituir las células

muertas por la isquemia es conocida como fibrosis reparativa (6. 157 158),
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Ademas de la zona de necrosis, el estrés mecdanico, hemodinamico y
metabolico post-IM estimula la expansion de la fibrosis en el miocardio remoto,
no lesionado, proceso denominado como fibrosis reactiva. Aunque sea un
mecanismo adaptativo contra el estrés parietal elevado, la fibrosis reactiva
conduce a una alteracion de la distensibilidad de la cAmara y a un aumento
de la rigidez ventricular, lo que compromete la funcion cardiaca sistolica y
diastélica, pudiendo estar asociado a la generacion y propagacion de arritmias
(159,160, 161) Estas se pueden producir por la sustitucién de células contractiles
por la fibrosis cicatricial que forma un area no excitable aislada en el tejido
cardiaco que puede dar lugar también a taquicardia ventricular 69 162)
Ademas, la red de fibras de coldgeno no conductora entre los cardiomiocitos
podria promover la taquicardia de reentrada al inducir actividad ectépica focal
y al relentecer o bloquear la conduccion eléctrica (163 164) En este contexto, la
fibrosis cardiaca se acepta como una condicibn determinante para el
desarrollo de insuficiencia cardiaca (%%. Otras consecuencias cardiacas
presentes en este contexto patolégico que también se asocian a la
insuficiencia cardiaca son la hipertrofia miocérdica, desencadenada por la
activacion de diferentes vias moleculares prohipertroficas (166.167) |a dilatacion
del VI y la disminucién del espesor del miocardio, que conlleva a un
remodelado hipertrofico excéntrico (Figura 3). Ademas, las alteraciones
moleculares tras el IM también pueden conducir a un aumento del area de la
lesion miocardica 168 que juntamente a las demds alteraciones podria

comprometer a la funcion cardiaca (Figura 8).

Es importante destacar que en la clinica, los pacientes que sobreviven a un
infarto agudo de miocardio pueden presentar alteraciones cardiacas muy
diferentes, no siempre dependientes de la extension de la lesién causada por
el IM (189 Ademas, son multiples los mecanismos que pueden estar

implicados en dichas alteraciones cardiacas.
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Figura 8: Consecuencias cardiacas del IM. VD: ventriculo derecho; VI: ventriculo izquierdo.

3. MECANISMOS IMPLICADOS EN LAS CONSECUENCIAS
CARDIOVASCULARES ASOCIADAS A LA OBESIDAD Y AL INFARTO
DE MIOCARDIO

Debido a la gran complejidad de la fisiopatologia tanto de la obesidad como
del IM se han propuesto multiples mecanismos que podrian estar involucrados
en el desarrollo de las consecuencias cardiovasculares asociadas a dichas
patologias. Entre los mecanismos propuestos cabe destacar el desarrollo de
fibrosis, la lipotoxicidad, el estrés del reticulo endoplasmico (RE) y el estrés

oxidativo mitocondrial (Figura 9).

59



INFARTO DE
MIOCARDIO

ARACT
0 PTN

f '/‘.;{: ‘."(:‘.' :
. ¥ e
I &
VWA
. /y’; Lipotoxicidad
Estrés de Reticulo k_/
Endoplasmico

Estrés Oxidativo
Mitocondrial

OBESIDAD

Figura 9: Mecanismos implicados en el dafio cardiovascular asociado a la obesidad y

al infarto de miocardio.

3.1. Fibrosis cardiovascular

Un componente importante de los tejidos lo constituye la MEC cuya funcion
principal es el anclaje de las células, asi como la comunicacion entre ellas.
Ademas, la MEC participa en la regulacidén de otros procesos celulares, entre
los que se incluyen la proliferacion, la migracion, la diferenciacion o la

supervivencia celular con objeto de mantener la homeostasis en el tejido (179,

La MEC esta formada por una gran variedad de componentes que, en general,
son sintetizados por las propias células presentes en los 6rganos, sin
embargo, también pueden ser producidos por otras células y transportados a
través del torrente sanguineo. Los componentes de la MEC pueden ser
clasificados en proteinas estructurales (colageno y elastina), proteinas de

adhesion (fibronectina y laminina), proteoglicanos y glucosaminoglicanos.
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Los niveles de los diferentes componentes de MEC dependen del balance
entre su sintesis y su degradacion. Un aumento de los componentes de la
MEC, debido a un aumento de la sintesis y/o una reduccién de la degradacién
de los mismos, favorece el desarrollo de fibrosis. La degradacion de los
componentes de la MEC es mediada por tres grupos de proteinasas
extracelulares, las serino proteasas, las cisteina proteasas y las
metaloproteinasas de matriz (MMPs) @71, Las MMPs son el principal grupo de
proteasas implicadas en la degradacion de la MEC y son producidas por
diferentes tipos celulares como fibroblastos, CMLV, células endoteliales y
células inflamatorias, entre otras. Son muchos los procesos fisioldgicos y
patolégicos en que las MMPs estan involucradas, incluido el desarrollo
embrionario, la angiogénesis, la ovulacion, la remodelacion del tejido 6seo, la
cicatrizacion de las heridas, la apoptosis o la remodelacién cardiovascular, por

mencionar algunos (172 173),

En el ser humano existe una grande variedad de MMPs que pueden ser
clasificadas segun la especificidad de su sustrato en cinco grandes grupos.
Los grupos de las MMPs y sus principales enzimas son: colagenasas (MMP1,
MMP8 e MMP13), gelatinasas (MMP2 e MMP9), estromelisinas (MMP3,
MMP7, MMP10, MMP11 e MMP26), MMPs de membrana (MMP14, MMP15,
MMP16, MMP17, MMP24 e MMP25) y otras (matrilisinas y metaloelastasas)
(172, 174)  La actividad de las MMPs esta regulada, entre otros factores, por
inhibidores tisulares enddgenos de las metaloproteinasas (TIMPS), que actian
inhibiendo la actividad de las MMPs participando, por ello, en el equilibrio entre
la sintesis y la degradacion de los componentes de la MEC. Este control es
importante para prevenir la degradacion o el acumulo excesivo de los

componentes de la MEC y el consiguiente desarrollo de fibrosis 175

Inicialmente el depdsito de componentes de la MEC en los tejidos funciona
como un mecanismo de proteccion, pudiendo ser beneficioso en diferentes
procesos, como los de cicatrizacion de heridas y los de reparacion tisular. Sin

embargo, los procesos de fibrosis mantenidos en el tiempo se asocian con
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alteraciones estructurales que pueden conllevar alteraciones funcionales en
los 6rganos afectados 176). De hecho, la fibrosis es considerada una causa de
elevada morbilidad y mortalidad importante 7" ya que puede afectar a la

mayoria de los érganos, entre los que se incluye el sistema cardiovascular 78
179)

A nivel cardiaco, se ha observado desarrollo de fibrosis en contextos
patolégicos como la cardiopatia hipertensiva (89, |a diabética 18D, Ila
cardiopatia asociada a la obesidad 182, o la isquemia miocardica, entre otras.
A nivel vascular, el desarrollo de fibrosis esta presente principalmente en
patologias que generan, entre otros procesos, el aumento de la presion

arterial, alteraciones hemodinamicas y la disfuncion endotelial (101, 183, 184)

El miocardio esta formado por diferentes tipos celulares entre los que se
incluyen los fibroblastos, de manera mayoritaria, y los miocitos. Los
fibroblastos cardiacos son las principales células responsables de la sintesis
de proteinas de la MEC, ademas de secretar diversas citocinas y factores de
crecimiento que pueden actuar de forma autocrina y/o paracrina. Asimismo,
estas células poseen una gran variedad de receptores que les confiere la
funcidbn de sensores con capacidad de detectar diferentes estimulos
mecanicos y neuroendocrinos (185 186, 187) En condiciones de dafio cardiaco,
los fibroblastos se pueden diferenciar a miofibroblastos en respuesta a
diferentes estimulos. Estas células tienen caracteristicas tanto de fibroblastos
como de células de musculo liso siendo minoritarias en el miocardio sano. Las
caracteristicas mas destacadas de los miofibroblastos son su fenotipo
migratorio, la expresion de alfa-actina de musculo liso (a-SMA), su capacidad
contractil y un extenso RE que les permite sintetizar y secretar grandes

cantidades de proteinas de la MEC (161,

En el contexto de la obesidad, diferentes factores funcionan como mediadores
de la fibrosis cardiovascular, incluidos los estimulos mecanicos vy
hemodinamicos, la secrecion de diferentes citocinas y adipocinas

proinflamatorias, la resistencia a la accion de la insulina y la disfuncién
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metabdlica, la hiperactivacion del SRAA, el estrés oxidativo o la activacion del
estrés del RE, entre otros ¢7:48 181,188, 189) Estas condiciones estimulan varias
vias fibrogénicas que activan y diferencian los fibroblastos cardiacos

residentes a miofibroblastos resultando en el desarrollo de fibrosis cardiaca
(189)

De manera similar a lo que ocurre con los fibroblastos en el desarrollo de la
fibrosis cardiaca, a nivel vascular la fibrosis también es marcada por
modificaciones a nivel celular como la proliferacion y diferenciacién de las
CMLV. Ademas de su funcion contractil importante para la regulacion del tono
vascular, las CMLV también funcionan como sensores para diferentes
estimulos mecénicos y moleculares que favorecen el cambio de su fenotipo
contractil a secretor, lo que determina que adquieran una mayor capacidad
proliferativa. De este modo, las CMLV asumen un papel importante en la
sintesis de componentes de la MEC, en el remodelado y la disfuncion vascular

asociadas a la obesidad (90: 93, 106, 190)

Como ya se ha mencionado previamente, existen mecanismos que participan
en el desarrollo de fibrosis en el contexto de la obesidad. En estudios
desarrollados por el grupo de investigacion, se ha observado que la leptina
podria estimular el desarrollo de fibrosis que conlleva a un remodelado
cardiovascular, a través de un aumento de la produccion de colageno tipo | y
de los mediadores profibroticos factor de crecimiento de tejido conectivo
(CTGF) y factor de crecimiento transformante-Beta (TGF-f). En este sentido,
se demostré que la fibrosis es mediada por un aumento de estrés oxidativo 7
48). En pacientes con obesidad morbida, se observo que la leptina era un factor
determinante independiente de la disfuncion diastélica presente en los
pacientes, en la que juega un papel importante la fibrosis difusa ®°b.
Igualmente, estudios del grupo han demostrado la asociacion entre la leptina
y el SRAA 192) En este sentido, se ha visto que la inhibicion farmacoldgica de
la enzima convertidora de la angiotensina (ECA) y el uso de un bloqueador

del receptor de Ang Il fue capaz de prevenir el aumento tanto de los niveles
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plasmaticos de TGF-3 como de la fibrosis perivascular y cardiaca inducida por
la obesidad (193),

Al igual que ocurre en la obesidad, diferentes estudios han demostrado que la
fibrosis miocardica se asocia con alteraciones importantes en la estructura y
funcién cardiaca, tanto en pacientes con IM como en animales (194 195, 196, 197,
198) Ademas, a mayor extension de la fibrosis cardiaca se produce una menor
supervivencia de pacientes con insuficiencia cardiaca y con otras ECV (19
200) a fibrosis en el contexto del IM, inicialmente es un proceso adaptativo
cuya finalidad es reparar la zona infartada. Sin embargo, también se produce
una acumulacion de componentes de la MEC de manera difusa en la zona
remota del infarto. Esto es debido a que la pérdida de la integridad estructural
y los procesos hipoxicos favorece la diferenciacion de los fibroblastos a
miofibroblastos activando tanto la fibrosis reparativa como la difusa %%, Entre
los diversos factores profibréticos que estimulan la produccion de colageno en
este contexto patolégico, cabe destacar nuevamente el TGF-B3, el CTGF y la
Ang Il ?%1)_ Estos factores no solo aumentan la produccién de los componentes
de la MEC, sino que también pueden favorecer la fibrosis al reducir la
degradacion de la MEC, al disminuir la expresién de MMPs y/o aumentar la

sintesis de los TIMPs (202. 203,204, 205),

Se ha observado recientemente que el tratamiento de ratas diabéticas
infartadas con el empagliflozina, un inhibidor del cotransportador de sodio-
glucosa 2 (SGLT2i) con efectos hipoglucemiantes, inhibié la via profibrética
TGF-B1/Smad3 y redujo la fibrosis miocardica tanto en el area del infarto como
en el corazén remoto %), De manera similar, la inhibicion de los receptores
de neprilisina y Ang Il fue capaz de disminuir el area de infarto y la fibrosis
cardiaca inducida por el IM en ratas hipertensas, que fue acompafada de una
mejora en la FEVI y de la fraccion de acortamiento (FA). Ademas, el
tratamiento con los inhibidores de los receptores de neprilisina'y Ang Il previno

el aumento de la expresion de factores relacionados con la diferenciacion de
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fibroblastos y con el remodelado cardiaco, como el péptido natriurético tipo

B (BNP), a-SMA, vimentina y colageno tipo | (206),

3.2. Lipotoxicidad

La lipotoxicidad es definida como un proceso en el que la acumulacion
excesiva de lipidos ectépicos y las alteraciones en el metabolismo lipidico
producen disfuncion celular. Son muchos los efectos nocivos de la
lipotoxicidad, incluidos la resistencia a la accién de la insulina, el dafio
mitocondrial, la disminucién de la eficiencia energética celular, la activacion

del estrés del RE vy, en Ultima instancia, la muerte celular %7,

En condiciones fisiolégicas, la oxidacion de los acidos grasos proporciona la
mayor parte de la energia para el miocardio. No obstante, el corazén también
metaboliza otros substratos energéticos como la glucosa, los aminoacidos y
los cuerpos cetbnicos. Esta flexibilidad metabdlica ayuda a preservar la
funcién contractil de manera adecuada para el correcto funcionamiento del

corazén (208)

La acumulacion excesiva de lipidos en el miocardio ocurre cuando la
absorcion de acidos grasos por parte de los cardiomiocitos supera su
oxidacion, lo que conduce a una mayor disponibilidad de acidos grasos para
las vias metabdlicas no oxidativas (formacién de ceramidas, la degradacién
lisosomal y la generacion del estrés del RE) y a la acumulacion de metabolitos

de los acidos grasos cardiotoxicos (2%9),

El acumulo excesivo del tejido adiposo y las alteraciones en el metabolismo
lipidico como la alteraciéon de la lipdlisis, favorecen la acumulacion de
triglicéridos en forma de gotas lipidicas en muchos tejidos no adiposos, como
el miocardio. Clinicamente, en la obesidad, la resistencia a la accion de la
insulina es la principal responsable de las alteraciones en el metabolismo
energético del corazén, como el aumento en la utilizacion de los acidos grasos

como sustrato energético %", Los mecanismos por los que se genera la
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resistencia a la accion de la insulina pueden ser mdltiples, incluido el
antagonismo a su accion por diferentes adipocinas, como el TNF-a y la
leptina; inhibicion de la captacion, el transporte y la fosforilacion de la glucosa
por el aumento de acidos grasos libres circulantes (Ciclo de Randle) y la
saturacion de los receptores de insulina en situaciones de hiperinsulinemia,
entre otros (210,211,212, 213) 'En conjunto, la acumulacién intracelular de acidos
grasos puede ejercer efectos téxicos, inducir a cambios estructurales y

comprometer la funcién cardiaca.

Estudios realizados en modelos animales de obesidad sugieren que la
resistencia a la accién de la insulina aumenta la disponibilidad plasmatica y la
captacion miocardica de acidos grasos, lo que provoca cambios metabdlicos
hacia una preferencia por la utilizacion de &cidos grasos. El aumento de la
peroxidacion lipidica conduce a un aumento en el consumo de oxigeno por el
miocardio, lo que puede disminuir la eficiencia cardiaca (14 215 216, 217) En
pacientes obesos también se ha sugerido que estos cambios metabdlicos
pueden desempenfiar un papel clave en la disminucién de la eficiencia cardiaca
(218)  Asimismo, se ha visto que la mayor disponibilidad de &cidos grasos en el
corazon favorece el aumento del estrés oxidativo, la acumulacion de
intermediarios de &cidos grasos y una mayor produccion de ceramidas, la
activacion del estrés del RE, la disfuncion mitocondrial, el aumento de la
respuesta inflamatoria, y en JUltima instancia, puede activar vias

proapoptoticas en los cardiomiocitos y generar deterioro de la funcion

cardiaca (62, 217, 219, 220, 221).

Diferentes estudios han mostrado el papel que juega la lipotoxicidad en las
consecuencias cardiovasculares asociadas a la obesidad. En estudios previos
del grupo de investigacion se ha observado que ratas obesas presentaron un
aumento de gotas lipidicas en el miocardio, acompafado de un aumento en
el contenido de triglicéridos totales a nivel mitocondrial. Ademés, la obesidad
modifico el perfil lipidico mitocondrial, aumentando los niveles de ceramidas

(componentes de las membranas celulares). Estas especies lipidicas tienen
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efectos negativos sobre la sefializacion de la insulina. De manera interesante,
en el estudio se muestra como el remodelado lipidico mitocondrial se asocia
con el desarrollo de fibrosis y de hipertrofia ventricular sugiriendo el efecto
deletéreo de la lipotoxicidad sobre la estructura cardiaca. Por otro lado, la
obesidad se asocié con una disminucion de los niveles de cardiolipinas,
principales fosfolipidos de las membranas mitocondriales, que juegan un
papel importante en la regulacién y preservacion de la funcion mitocondrial
(62), De manera similar, en cerdos con obesidad inducida por una dieta
hipercaldrica, se observd un incremento del colesterol oxidado tanto sérico
como cardiaco que se asocié con el aumento de la grasa epicardica y
coronaria, con el desarrollo de hipertrofia miocéardica y con la disfuncién
cardiaca 22, En pacientes obesos se ha descrito una asociacién entre el
aumento del depésito ectdpico de lipidos en el corazdn con el aumento de la
masa ventricular izquierda y con la disminucion de la funcién sistélica del VI
(223,224) ' Asimismo, se ha observado que la esteatosis miocardica no sélo tiene
efectos deletéreos a nivel ventricular, sino que se asocia también con la

aparicion de fibrilacién auricular 25,

La lipotoxicidad no sélo favorece las alteraciones cardiacas, sino que también
podria generar dafios severos en el sistema vascular incluyendo la resistencia
a la accion de la insulina, el aumento de la inflamacion, del estrés oxidativo y
la aparicion de disfuncion mitocondrial ?2%), Diferentes estudios muestran que
el exceso de lipidos tanto en las CMLV de ratones como en células
endoteliales humanas indujo un fenotipo proinflamatorio que podria favorecer
el desarrollo de aterosclerosis y la aparicion de la resistencia a la accion de la
insulina 27 228) Ademads, se ha visto que la lipotoxicidad puede modular
negativamente la expresion génica de la enzima NO sintasa endotelial (eNOS)
y su actividad catalitica, lo que conduce a la disfuncion endotelial debido a una

reduccion en la biodisponibilidad del NO (2%8),

De manera interesante, se ha visto que la lipotoxicidad cardiaca no es una

condicion exclusiva de la obesidad. Se ha observado que la acumulacion de
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lipidos en el corazén también ocurre en otros contextos fisiopatoldgicos, como
la isquemia miocardica (2% 230, En la isquemia miocardica hay un aumento de
la captacién de lipidos exdgenos y alteraciones en el metabolismo lipidico que
favorecen la acumulacion intracelular y ectdpica de lipidos. Dicho acumulo
puede conducir al depésito de metabolitos lipidicos bioactivos, como las
ceramidas que puede causar disfuncion celular. Del mismo modo, se ha visto
que la acumulacion de lipidos en el corazén se correlaciona con la disminucion

de la funcién cardiaca en el contexto del IM (196.230,231)

En un estudio realizado en ratas infartadas no obesas se ha visto una
acumulacion de lipidos en el corazon incluso en ausencia de cambios en los
niveles plasmaticos de colesterol y triglicéridos o cambios en la resistencia a
la accion de la insulina. Los datos, por tanto, sugieren que el IM puede inducir
el acumulo de lipidos en el corazén y generar la lipotoxicidad cardiaca
independientemente del peso corporal (%), De manera similar, en un modelo
porcino de isquemia/reperfusion, se ha visto un aumento del depdsito de
lipidos tanto en el area del infarto como en el miocardio remoto. Dicho
aumento fue acompafiado de un acumulo de ceramidas en el area infartada,
de la respuesta inflamatoria y de la activaciéon del estrés del RE caracterizado
por niveles elevados de la proteina de union a inmunoglobulina (BiP) y de la
proteina homdloga de unién al potenciador de CCAAT (CHOP) ?229),

Como se ha mencionado previamente, se han descrito diferentes mecanismos
que podrian participar en las alteraciones funcionales a nivel cardiaco
incluidos el aumento del contenido de lipidos intracelulares en el corazon, la
inflamacion, la apoptosis, la activacion del estrés del RE y el estrés oxidativo,
entre otros (196.232.233) Estos datos muestran una posible interrelacion entre la
lipotoxicidad y los diferentes mecanismos que participan en el desarrollo de

fibrosis y el consecuente dafo cardiovascular.
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3.3. Estrés del reticulo endoplasmico

El RE es un organulo presente en las células eucariotas, formado por una red
de tdbulos ramificados interconectados entre si a través de un compartimento
intraluminal. Este organulo es delimitado por una membrana bilipidica que
controla el paso de moléculas entre el lumen y el citoplasma celular. Ademas
de sus funciones esenciales de almacenaje y de regulacion de la homeostasis
del calcio, el RE juega un papel importante en la sintesis, plegamiento y
maduracién estructural de mas de un tercio del proteoma, incluidas casi todas

las proteinas de membrana y las que son secretadas (234 235,

En el lumen del RE los polipéptidos recién sintetizados son plegados en sus
formas tridimensionales y sufren modificaciones importantes para garantizar
sus conformaciones y funciones especificas a partir de procesos como la
glicosilacion y la formacion de enlaces disulfuro. Estos procesos son llevados
a cabo por diferentes enzimas chaperonas, glicosilantes y oxidorreductasas

residentes en el RE (234, 235, 236)

A pesar de que el RE es un organulo eficiente en el proceso del plegamiento
de proteinas en condiciones fisioldgicas, cerca de un tercio de todos los
polipéptidos que llegan al RE no logran plegarse correctamente 34, Del
mismo modo, diferentes contextos patoldgicos marcados por una sintesis
proteica excesiva, alteraciones en la homeostasis del calcio, la sobrecarga
lipidica, la hipoxia o el estrés oxidativo, entre otros factores, conducen al
acumulo de proteinas mal plegadas en el lumen del RE (237. 238 239)  Este
acumulo de proteinas mal plegadas es una condicidon conocida como estrés
del RE, que causa deficiencias de proteinas importantes y como
consecuencia, una alteracion de las funciones que realizan. Por lo tanto, el

estrés del RE puede comprometer la funcién y la supervivencia celular (234 235),

En respuestas al estrés del RE, diferentes mecanismos adaptativos son
activados con objeto de restaurar la homeostasis del RE, como es el caso de

la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, de sus siglas en inglés, Unfolded
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Protein Response). La respuesta UPR juega un papel clave en el control del
acumulo de proteinas mal plegadas activando diferentes vias de sefializacion
que promueven la disminucion de la sintesis de proteinas, induce la expresion
de genes que codifican chaperonas y enzimas involucradas en el correcto
plegamiento de proteinas. Del mismo modo, la eliminaciéon del exceso de
proteinas mal plegadas también puede ser estimulada por el proteasoma a
través de la degradacion de proteinas asociada al RE (ERAD, de sus siglas
en inglés, Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation) o
degradacion lisosomal (240 241, 242)  Otro mecanismo celular adaptativo que
puede ser activado frente el estrés del RE es la reticulofagia, un proceso de
remodelacion y reciclaje selectivo del RE mediante procesos de autofagia, que
reduce el estrés del RE al eliminar el exceso de membrana y de proteinas de
RE (243)_

La UPR funciona a través de la activacion de tres sensores transmembrana
del RE: proteina 1 alfa dependiente de inositol (IRE1a), proteina cinasa del
RNA unida a una cinasa del RE (PERK) y el factor de transcripcion activador
6 (ATF6), que en condiciones normales se encuentran inactivos y anclados a
la chaperona BiP. Cuando hay un acumulo de proteinas mal plegadas en el
lumen del RE, la chaperona BiP detecta grupos sulfidrilos o residuos
hidrofobicos libres de cadenas polipeptidicas y sufre un cambio
conformacional que permite su union a la cadena polipeptidica, liberando los
sensores de estrés (IRE1a, PERK y ATF6) para su activacion. Es por ello, que
un aumento de los niveles de BiP indica la activacion de estrés del RE y, por
lo tanto, BiP es considerado un marcador de estrés del RE (240. 244),

La disociacion de BiP de la membrana del RE hace que la proteina PERK
homodimerice y fosforile el factor de iniciacion eucariota 2 alfa (elF2a) para
inhibir la traduccion de proteinas. PERK también regula varios factores de
transcripcion, incluidos el factor nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf-2) para
regular la respuesta antioxidante y el factor de transcripcion activador 4

(ATF4), que puede conducir tanto a la sefalizacion protectora como
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apoptética. La activacion de IRE-1 resulta en modificaciones de la estructura
génica de la proteina de unién X-box 1 (XBP-1), que induce la transcripcion
de varias chaperonas, como el BiP y el GRP94, ademas de estimular la
degradacion de proteinas a través de la ERAD. La proteina ATF6 se activa 'y
es modificada con la consiguiente induccion de la transcripcién de diferentes
chaperonas que forman parte de una respuesta adaptativa protectora que
regula el plegamiento de proteinas 4% (Figura 10).

Otra proteina residente del RE que juega un papel importante como regulador
de la homeostasis de este organulo @46y que también puede ser considerada
un marcador del estrés de RE es la proteina disulfuro isomerasa A6 (PDIAG).
Frente a una situacion de estrés de RE, el aumento de PDIA6 atenua la
respuesta UPR al limitar la actividad de IRE1 4, al catalizar el plegamiento
de proteinas mediante la formacion y ruptura de puentes disulfuro y al actuar

como una chaperona 48),

Misfolded protein

v

| oo

\\\\ S 8;9 R P
H._ ,

A
"o '

o elfF2a ) R elfF2a ) Transcriptional activation
3 3 of chaperones

Nrfzv]" ‘l:\’ (BiF, GRPY4)
‘ —— [t |

TRANSLATION
v

Protéin .
deggradation .
Transcriptional activation Antioxidant
~r of chaperones
4 o 7 4 {BiP. GRP94)

Figura 10. Activacion de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). Fuente: (Brown
MK y Naidoo N, 2012) (249,
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Una activacion prolongada en el tiempo del estrés del RE, en la que la
adaptacion celular a través de la UPR no es suficiente para impedir el acumulo
de proteinas mal plegadas y reestablecer la homeostasis del RE, genera un
aumento de las EROs y la activacidn de vias proinflamatorias y proapoptoticas
(240, 241) | as sefializaciones proinflamatorias y proapoptoéticas del estrés del
RE involucran las vias PERK e IRE1 de la UPR. El complejo IRE1-TRAF2-
Quinasa 1 regula la sefal de apoptosis (ASK1) que regula, a su vez, las
cinasas c-Jun N-terminal (JNK) y las caspasas. Ademas, la via IRE1, a través
de la modificacion de la estructura génica del XBP-1, puede activar la proteina
CHOP que actua como un factor de transcripcion proapoptético. La
sefalizacion de PERK, a través de la fosforilacion de elF2a, puede activar la
transcripcion de ATF4, lo que resulta en la activacion del factor nuclear kappa
B (NFkB) ademas de aumentar los niveles de CHOP 4% (Figura 11). En
consecuencia, el aumento en los niveles de CHOP se asocia no so6lo con la
activacion del estrés del RE, sino que también podria asociarse con dafio

tisular (245.249)
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Figura 11. El estrés del RE sostenido conduce a la sefializacion proapoptéticay a la
muerte celular. Fuente: (Brown MK y Naidoo N, 2012) 49,

En el contexto de las ECV, se ha visto que la activacion del estrés del RE
induce la inflamacion, el estrés oxidativo, la apoptosis y la interrupcion de la
comunicacion del RE con otros organulos, tanto en cardiomiocitos como en
células endoteliales. Estas consecuencias de la activacion del estrés del RE
pueden favorecer la aparicion de los efectos deletéreos de las ECV ?%0), Se
ha demostrado que el estrés del RE juega un papel clave en el remodelado
cardiovascular asociado a diferentes ECV, como la diabetes 5% 252 |a

hipertension arterial (353 254), |a obesidad (255 256. 257) y |a isquemia miocardica
(258, 259)

La activacion del estrés del RE en el contexto de obesidad esta asociada a
niveles elevados de acidos grasos libres y la alteracién en la disponibilidad de

sustratos metabdlicos %9, la resistencia a la accion de la insulina, la
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activacion de vias inflamatorias (%52 261 y |a acumulacion de lipidos en tejidos
y células ectdpicas 260, En este contexto, la inhibicion del estrés del RE con
el acido 4-fenilbutirico (4-PBA) o con el acido ursodesoxicélico conjugado con
taurina (TUDCA) ademas de reducir la activacion de la UPR en el higado y en
el tejido adiposo, mejor6 la sensibilidad a la accion de la insulina que estaba
alterada en un modelo genético de obesidad en ratones ?62). Del mismo modo,
la sobreexpresion de chaperonas enddégenas como BiP en ratones obesos
(ob/ob) aumentd la sensibilidad a la accién de la insulina %3, Otro estudio
demostré que la activacion del estrés del RE inducida por niveles elevados de
acidos grasos saturados conduce a la disfuncion de las células beta-
pancreaticas al activar las vias PERK e IRE1 de la UPR (264, Estos estudios
apoyan la participacion del estrés del RE como un mecanismo implicado en la

resistencia a la accion de la insulina inducida por la obesidad.

En un modelo de obesidad inducida por dieta rica en grasa se observo la
activacion del estrés del RE a nivel cardiaco que se acompafié con el
desarrollo de fibrosis auricular y la aparicion de arritmias. La inhibicion del
estrés del RE fue capaz de mejorar estas consecuencias cardiacas asociadas
a la obesidad %%, De manera similar, la inhibicién del estrés del RE con
TUDCA en animales obesos, fue capaz de atenuar el remodelado cardiaco,
el deterioro en la funcidn cardiaca y el aumento de la presion arterial sistolica
asociada a la obesidad. Ademas, se observé que la obesidad condujo a
alteraciones tanto en las propiedades contractiles de los cardiomiocitos como
del calcio intracelular, que fueron atenuadas por TUDCA (%6), Del mismo
modo, se ha observado un aumento de los niveles de CHOP en el corazon de
cerdos alimentados con una dieta rica en grasa, indicando la activacion del
estrés del RE que se acompafd con fibrosis miocardica y un aumento de
estrés oxidativo, sugiriendo que esta activacién podria estar involucrada en la
progresion del dafio cardiaco en el contexto de la obesidad 7). Estos
estudios sugieren al estrés del RE como un mecanismo importante en las

complicaciones cardiacas asociadas a la obesidad.
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Conrelacion a las alteraciones vasculares asociadas a la obesidad, diferentes
estudios muestran que el estrés del RE también juega un papel importante.
Se ha demostrado que los acidos grasos saturados pueden activar la via
IRE1a/XBP-1 del estrés del RE, favoreciendo el desarrollo de lesiones
ateroscleroéticas, que se reduce al mejorar el estrés del RE con el uso de la
chaperona quimica 4-PBA (268 Ademas, la inhibicién farmacoldgica de la via
IRE1a, redujo el tamafio de la placa aterosclerética y la inflamacion vascular
en ratones %9, En CMLYV aisladas de ratas tratadas con lipoproteinas de baja
densidad oxidadas (ox-LDL), se observaron niveles elevados de marcadores
de estrés del RE como BiP, PERK, p-elF2a, ATF4 y CHOP @70, Otros
hallazgos han mostrado que ademas de la exposicion a diferentes tipos de
colesterol, el estrés mecanico genera un aumento de la expresion de CHOP
en CMLV (271, 272, 273)_

De manera interesante, se ha demostrado que el estrés del RE también podria
afectar a las células endoteliales y desempefiar un papel importante en el
desarrollo de la disfuncion endotelial. En un modelo de obesidad inducido por
dieta rica en grasa en ratones, tanto la disfuncién endotelial como el estrés del
RE a nivel aértico fueron revertidos mediante la administracion de TUDCA
(274 Diferentes estudios apoyan la relacién entre el estrés del RE y la
disfuncion endotelial, como consecuencia de una disminucion de la actividad
de eNOS en células endoteliales vasculares. Se observdé que ratas
alimentadas con dieta rica en grasa presentaban niveles elevados de CHOP
y BiP en la aorta toracica ademas de una disminucion de la actividad de eNOS.
El tratamiento tanto con un hipoglicemiante como con un inhibidor
farmacoldgico del estrés del RE fue capaz de mejorar los niveles de las
proteinas implicadas en la UPR vy la actividad de eNOS, lo que resulté en una
mayor biodisponibilidad de NO y una mejora de la funcién vascular 5% 275,
Otro estudio ha mostrado que la exposicion de células endoteliales adrticas
humanas a lipoproteinas ricas en triglicéridos activaba el estrés del RE y
aumentaba la expresion de moléculas de adhesién endotelial. Ademas, los
niveles sanguineos elevados de triglicéridos y acidos grasos libres activaron
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las vias IRE1 y ATF6 en células endoteliales de pacientes sanos sometidos a
una infusiéon intravenosa de lipidos @79, Estos resultados apoyan la
participacion del estrés del RE en el dafio vascular asociado a la obesidad.

Otra patologia en la que se ha sugerido la implicacion del estrés del RE es el
IM. La hipoxia y la falta de nutrientes podrian alterar la homeostasis del RE y
activar la UPR @%8.259) \Wang MX vy col., demostraron que el estrés del RE
juega un papel clave en la apoptosis de células miocardicas y en la disfuncién
sistélica del VI en ratones infartados ©@77). Del mismo modo el estrés del RE
parece ser un mecanismo implicado en la arritmia ventricular en ratas

diabéticas con IM @78),

Existen estudios que también apoyan la participacion del estrés del RE como
un mediador de los efectos deletéreos de diferentes condiciones patolégicas
como los niveles elevados de Ang Il y la hiperactivacién B-adrenérgica, entre
otros. En un estudio realizado con ratones infartados se observé que la
inhibicion de la ECA disminuyé la activacion del estrés del RE, redujo el
desarrollo de fibrosis cardiaca, disminuy0¢ el tamafio del infarto y la apoptosis
(279 De manera similar, el bloqueo de los receptores B, en el corazon de ratas
sometidas a isquemia/reperfusion miocardica generd diferentes efectos
cardioprotectores mediante la atenuacion del estrés del RE, como: mejora de
la funcién cardiaca, disminucion del tamafio del infarto, reduccién de la

inflamacion y de la apoptosis (280,

Diferentes estudios han demostrado que la isquemia miocardica tanto aguda
como cronica es capaz de estimular la activacion de distintas vias de la UPR
en el corazén ?8), Se ha observado que en la isquemia o la hipoxia
prolongada produce la activacion de la via PERK resultando en el aumento de
la expresion génica y proteica del factor de transcripcion proapoptoético, CHOP
(282, 283) E| estudio de Miyazaki y col., demostré que la deficiencia de CHOP
en ratones sometidos a isquemia/reperfusion generé una reduccion del
tamario del infarto, de la respuesta inflamatoria y de la apoptosis 84, Estos
datos confirman el papel proapoptético y proinflamatério de CHOP, asi como
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su papel en el dafio cardiaco asociado a la lesion por isquemia miocardica.
De acuerdo con estos hallazgos, se ha observado un aumento de la proteina
CHOP en pacientes con insuficiencia cardiaca de origen isquémico (285 286),
Ademas de CHOP, las vias PERK, IRE1 y ATF6 parecen estar implicadas en
las consecuencias cardiacas estructurales y funcionales asociadas a la lesion

miocardica por isquemia/reperfusion en ratas (87,

En conjunto, todos estos trabajos confirman que la UPR es activada bajo
diferentes estimulos deletéreos que forman parte de la fisiopatologia de varias
enfermedades, como la obesidad y el IM. La activacion del estrés del RE
mantenido en el tiempo conduce a la activacién de procesos inflamatorios y
apoptoéticos que podrian jugar un papel clave en la disfuncion del sistema
cardiovascular. En este contexto, el estrés del RE es comprendido como una
posible diana terapéutica para prevenir/mejorar el dafio cardiovascular

asociado a la obesidad y al IM.

3.4. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es definido como un desequilibrio entre la produccion de
radicales libres en células y tejidos, y la capacidad de los mismos para eliminar
estas moléculas a través de mecanismos antioxidantes enddgenos 8, |os
principales radicales libres producidos en el organismo son las EROs y ERNSs.
Las EROs incluyen una gran variedad de moléculas como el peroxido de
hidrogeno (H202), el anion superéxido (O2™) y los radicales libres hidroxilos
(‘OH) que son generadas como subproductos del metabolismo mitocondrial,
ademas de la produccion por la accibn de varias enzimas como la
hemooxigenasa-1, la xantina oxidasa y una extensa familia de las NADPH
oxidasas (NOX). Del mismo modo, la activacion de la respuesta inflamatoria
conduce a un ambiente prooxidante, principalmente debido a un aumento de
radicales libres (289 29 Sin embargo, es importante destacar que las

mitocondrias constituyen la principal fuente de la produccion de EROs (2°1.292),
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En condiciones fisiolégicas los niveles de EROs estan regulados por los
sistemas antioxidantes. Se ha visto que los niveles bajos de EROs juegan un
papel clave en la homeostasis celular, participando en las reacciones de
sefalizacion redox implicadas en procesos importantes como la
activacion/inactivacion de proteinas, la regulacion de la expresion génica, el
crecimiento y la muerte celular 293 294.29) A pesar de la importancia de las
EROs en procesos fisioldgicos, su produccion excesiva tiene un impacto
negativo sobre los sistemas biolégicos, en los que pueden actuar como
segundo mensajero en la sefalizacion de vias que afectan a importantes

componentes celulares como los lipidos, las proteinas y el ADN, entre otros
(296)

Multiples factores pueden conducir a un aumento excesivo de la produccién
de las EROs, en la que se puede destacar la dislipidemia, la hiperglucemia, la
hipoxia o el estrés mecanico, entre otros. La produccion aumentada de las
EROs puede jugar un papel clave tanto en la patogénesis de diferentes
enfermedades como también puede actuar mediando las consecuencias de
estas patologias en los diferentes érganos y sistemas fisiologicos. Diferentes
evidencias han asociado al estrés oxidativo con una gran variedad de
enfermedades metabdlicas y cardiovasculares, como la hipertension arterial,

la diabetes, la obesidad o la isquemia miocardica, entre otras (297: 298,299, 300),

A nivel cardiaco, se ha observado que la produccion excesiva de las EROs se
asocia con el desarrollo de hipertrofia cardiaca en diferentes contextos
patolégicos como la obesidad y el IM. Se ha descrito que la activacién de
proteinas G por la Ang Il, la bradicinina, la endotelina, asi como por la
estimulacién a-adrenérgica puede conducir a la generacion de EROs que
activan vias de sefializacion hipertréficas en el miocardio ©%), De manera
interesante, diferentes estudios muestran que las EROs también pueden
inducir directamente la activacion de la proteina G ©%2, por lo tanto, las EROs
podrian participar en las complicaciones cardiacas asociadas a diferentes

enfermedades tanto por mediar los efectos de substancias bioactivas como
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por su accion directa sobre diferentes vias hipertroficas. Ademas, se ha
sugerido que el estrés oxidativo, a través de la activacion de las
cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1y 2 (ERK1/2) y su induccién
de apoptosis a través de la activacion de la via JNK, también se asocia con el
desarrollo de hipertrofia %), Del mismo modo, se ha sugerido que el aumento
de las EROs en cardiomiocitos resultd en un fenotipo hipertrofico y apoptotico
(304 que condujo al remodelado y a la disfuncién miocardica en el contexto de

la insuficiencia cardiaca (39%),

Las EROs también juegan un papel importante en el remodelado de la MEC,
a través de la induccion de la proliferacion y la diferenciaciéon de fibroblastos
cardiacos a miofibroblastos, asi como la modificacion de la actividad de las
MMPs. Dicho remodelado de la MEC conduce al desarrollo de fibrosis y al

remodelado cardiaco (301, 306),

En el contexto de la obesidad se observa un aumento del estrés oxidativo que
ha sido ampliamente asociado, entre otros factores, debido al aumento de la
adiposidad y el remodelado del tejido adiposo que conllevan a la liberacion de
grandes cantidades de adipocinas con accién proinflamatorias y prooxidantes

como el TNF-q, la IL-6 y la Ang Il, entre otras 7).

Varios estudios han relacionado diferentes indicadores de obesidad con el
aumento del estrés oxidativo. En un estudio realizado con pacientes
clasificados como normopeso, sobrepeso y obesos segun el IMC, se observo
que la actividad de la enzima antioxidante superoxido dismutasa (SOD) se
correlacionaba negativamente con los valores del IMC. Ademas, los pacientes
con mayor IMC presentaron resistencia a la accion de la insulina valorada por
el indice de resistencia a la accién de la insulina (HOMA-IR) @%), sugiriendo
la relacion existente entre el estrés oxidativo y el desarrollo de diabetes. De
manera similar, niios obesos presentaron menor actividad de la enzima
antioxidante superoéxido dismutasa de manganeso (MnSOD), la isoforma de
la enzima SOD ubicada en la matriz mitocondrial, respecto a nifios con

normopeso %), En concordancia con estos datos, diversos datos indican que
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una reduccién del peso corporal genera importantes beneficios entre los que
se incluye una reduccion del estrés oxidativo. Diferentes estudios muestran
una reduccion importante del estrés oxidativo en pacientes con obesidad
morbida tras someterse a una cirugia bariatrica 1% 311, Debido a ello, en los
altimos afios se ha puesto de manifiesto el posible uso de antioxidantes como
estrategias terapéuticas G2, En este contexto, se ha visto que el tratamiento
de pacientes obesos con el antioxidante resveratrol, fue capaz de reducir los
niveles seéricos de glucosa e insulina, la dislipidemia y los niveles de
marcadores proinflamatorios, mejorar la funcién mitocondrial y disminuir el

area de los adipocitos, entre otros efectos protectores 13,

A nivel vascular, el estrés oxidativo también juega un papel central en el
remodelado de la pared vascular como consecuencia de las alteraciones en
diferentes procesos celulares. Entre estos procesos celulares se puede
destacar el crecimiento, la diferenciacion y la apoptosis que pueden generar
un ambiente proinflamatorio, cambios en la liberacion de sustancias
vasoactivas y una acumulacion excesiva de colageno. Estos cambios
vasculares asociados a la obesidad pueden conducir a la rigidez vascular y a

la disfuncion endotelial, comprometiendo sus funciones 199,

Otro contexto patolégico en el que se ha descrito un aumento de radicales
libres y una disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes es el IM
(314) El aumento de las EROs producido como consecuencia de un IM podria
desempeniiar un papel importante en la progresion del remodelado cardiaco,
en el desarrollo de la fibrosis miocéardica y en la disfuncién del VI que se
produce en este contexto patoldgico @19, Kinugawa Sy col., demostraron que
el tratamiento con un antioxidante (dimetilurea) fue capaz de mejorar la
hipertrofia y el remodelado excéntrico del VI, resultando en una mejora en la

funcién contractil del VI en ratones infartados 19,

En estudios con animales, tanto en modelos de isquemia/reperfusién como de
infarto por ligadura de la arteria coronaria, se observo que el tratamiento con

el antioxidante resveratrol disminuy6 el tamafio del infarto y la generacion de
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arritmias y en consecuencia, a una mejora de la funcién cardiaca (316 317, 318,
319 Ademas, el tratamiento con este antioxidante inhibié la agregacion
plaquetaria, asi como el aumento de los niveles de lipoproteinas de baja

densidad (LDL) y mejoré la funcion diastélica en pacientes con IM (320),

Actualmente muchos antioxidantes con buena biodisponibilidad vy
farmacocinética son usados en ensayos clinicos para tratar diferentes
enfermedades, como las ECV (2% 321, 322, 323) Eg conocido, que las
mitocondrias son la principal fuente de las EROs a nivel celular. Esto es debido
a la generacion de radicales libres durante el proceso de la fosforilacion
oxidativa y la respiracion celular (305 324.325) | a5 mitocondrias poseen también,
un componente antioxidante que forma parte de la cadena respiratoria de
electrones localizada dentro de la membrana mitocondrial interna, este
componente es conocido como coenzima Q o ubiquinona. Tras recibir los
electrones del complejo | y Il, la ubiquinona se convierte en su forma reducida,
ubiquinol, que actda como un antioxidante disminuyendo la peroxidacion
lipidica en la membrana mitocondrial. Estos compuestos son reciclados
continuamente manteniendo la capacidad antioxidante mitocondrial (326 327),
En este contexto, se han desarrollado antioxidantes especificos que actian a
nivel mitocondrial como es la mitoquinona (MitoQ) como estrategia terapéutica
para reducir el dafio oxidativo en las mitocondrias 328 329 Ademas, estos
antioxidantes pueden ser utilizados como herramientas farmacolégicas para
investigar el papel del estrés oxidativo de origen mitocondrial en los efectos
deletéreos de diferentes patologias, como las consecuencias
cardiovasculares asociadas a la obesidad y al IM 330),

Actualmente, el MitoQ es el antioxidante dirigido a las mitocondrias mejor
caracterizado. MitoQ esta formado por una quinona unida a un cation lipidico
trifenilfosfonio (TTP) por un grupo alquilo de 10 carbonos (Figura 12). Esta
molécula sufre una modificacion estructural en la que se aflade el TTP para

transformarle en una molécula lipofilica, lo que permite su transporte a través

81



de la membrana mitocondrial y su acumulacién dentro de este organulo 26
331, 332).

MitoQ
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Figura 12. Acumulacién de MitoQ en células y mitocondrias. MitoQ atraviesa la
membrana plasmatica impulsado por el potencial de membrana plasmatica celular (yp) y se
acumula en el citoplasma. El potencial de membrana mitocondrial (gm) impulsa el paso de
MitoQ por la membrana mitocondrial. A partir de ahi, el MitoQ se acumula en las mitocondrias,
lugar en el que se reduce a ubiquinol y actia como antioxidante. Fuente: (Murphy MP y Smith
RA, 2007) ($29),

Se ha demostrado que el uso del MitoQ es capaz de prevenir el remodelado
del tejido adiposo y la disfunciéon metabdlica inducida por la obesidad 33,

Asimismo, al disminuir la formacion de las EROs, MitoQ mejord la disfuncion
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mitocondrial y redujo la hipertrofia ventricular derecha en un modelo animal de
insuficiencia cardiaca inducida por sobrecarga de presion @34, Del mismo
modo, el tratamiento con MitoQ en ratones sometidos a una sobrecarga de
presion del VI, previno la apoptosis, el remodelado hipertréfico, la fibrosis
miocérdica y la disfuncién del VI como consecuencia de la mejora en la
produccion de las EROs, la expresion de la NADPH oxidasa 4 (NOX4) y del
TGF-B (339,

A nivel vascular también se ha visto que el MitoQ es capaz prevenir la fibrosis
aortica inducida por particulas contaminantes 3 y |a disfuncion endotelial
asociada al envejecimiento tanto de ratones ©39) como de humanos
(29661838). La mejora de la funcién vascular de los pacientes de edad
avanzada se acompafié de una menor rigidez arterial y una reduccién de los
niveles de LDL oxidadas 38, Asimismo, se ha observado que la inhibicion del
estrés oxidativo mitocondrial a través del tratamiento con MitoQ, es capaz de
inducir un aumento de la vascularizacion a nivel coronario en un modelo
animal de obesidad 39, De manera similar, el tratamiento con otro
antioxidante mitocondrial, el Mito-Tempo, en un modelo de hipertensién
inducido por administracién de Ang I, previno la hipertension arterial, el estrés
oxidativo vascular y mejoré la funcién vascular mediante el aumento de la
biodisponibilidad del NO (49),

Diferentes evidencias han sugerido que el estrés oxidativo de origen
mitocondrial también parece ser un mecanismo importante en las
consecuencias cardiacas asociadas a la isquemia miocardica. Dare AJ y col.,
estudiaron el efecto del estrés oxidativo mitocondrial en las alteraciones
cardiacas inducidas por la isquemia/reperfusion en un modelo de trasplante
de corazdn heterotépico murino. Los resultados del estudio mostraron que los
corazones mantenidos en una soluciébn que contenia MitoQ presentaron
menor produccion de las EROs mitocondriales, de marcadores inflamatorios
como IL-6 y menores niveles séricos de cTn | después del trasplante ¢4V, Otro

estudio mostré6 que el tratamiento con MitoQ redujo significativamente la
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disfuncion cardiaca, la apoptosis y el dafio mitocondrial después de la

isquemia/reperfusion (342,

En conjunto, estas evidencias indican que el aumento del estrés oxidativo y,
en particular, el de origen mitocondrial, podria contribuir a la fisiopatologia de
la obesidad y del IM. Por lo tanto, el estrés oxidativo mitocondrial emerge
como una posible diana terapéutica para el tratamiento de las alteraciones

cardiacas asociadas a estos contextos patolégico.
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HIPOTESIS Y
OBJETIVOS



HIPOTESIS

El estrés oxidativo mitocondrial y su interaccion con el estrés del reticulo
endoplasmico podria participar en el dafio cardiovascular asociado a la
obesidad, asi como en las consecuencias cardiacas producidas por el infarto

de miocardio asociado o no a la obesidad.

BASES DE LA HIPOTESIS

1. La obesidad y el infarto de miocardio se asocian con cambios importantes
en el patron geométrico ventricular que pueden desencadenar cambios en
la funcion cardiaca caracterizados por alteracién de la funcion sistélica y/o
diastélica. Estos cambios, con el tiempo, pueden favorecer el desarrollo de

insuficiencia cardiaca.

2. La obesidad y el infarto de miocardio se asocian con fibrosis miocéardica

gue favorece el desarrollo de alteraciones en la funcién cardiaca.

3. La obesidad y el infarto de miocardio se asocian con un aumento de
especies reactivas de oxigeno que generan alteraciones en la funcion

cardiaca.

4. Las obesidad y el infarto de miocardio generan alteraciones a nivel

mitocondrial.

5. Las mitocondrias son la principal fuente de producciéon de especies

reactivas de oxigeno.

6. La obesidad y el infarto de miocardio se asocian con la activacion del

estrés del reticulo endoplasmico.

7. Las mitocondrias y el reticulo endoplasmico son dos organulos que

interaccionan a nivel celular.
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente estudio fue evaluar el posible papel del estrés
oxidativo mitocondrial en las alteraciones cardiovasculares asociadas a
diferentes contextos patoldgicos: obesidad; infarto de miocardio y con ambas

patologias concomitantes, asi como los posibles mecanismos involucrados.

Para alcanzar este objetivo, se plantearon los siguientes objetivos especificos

en los diferentes modelos experimentales:

1. Evaluar el papel del estrés oxidativo mitocondrial sobre la estructura y

funcién cardiaca.

2. Evaluar el papel del estrés oxidativo mitocondrial en el desarrollo de la

fibrosis cardiovascular.

3. Determinar el papel del estrés del reticulo endoplasmico sobre las

alteraciones en la funcién y en la estructura cardiaca.

4. Determinar la interaccion entre el estrés oxidativo mitocondrial y el estrés

del reticulo endoplasmico.

5. Evaluar el papel del estrés oxidativo mitocondrial y su interaccion con el

estrés del reticulo endoplasmico sobre la contractilidad cardiaca.

87



PUBLICACIONES



Trabajo n® 1. The Interplay of Mitochondrial Oxidative
Stress and Endoplasmic  Reticulum  Stress in

Cardiovascular Fibrosis in Obese Rats.

Graphical Abstract

A&
- - Cardiac
/ % C S " fibrosis
/ Mitochondrial : ]
Oxidative Stress 1 :
[y ». ;}

i

OBESITY

Endoplasmic
Reticulum Stress

; Vascular
fibrosis

89



. antioxidants

PUBLICACIONES

by

Article

The Interplay of Mitochondrial Oxidative Stress and
Endoplasmic Reticulum Stress in Cardiovascular Fibrosis in

Obese Rats

Francisco V. Souza-Neto ™!, Sara Jiménez-Gonzalez "', Beatriz Deigado-Valero ', Raquel Jurado-Lopez !,
Marie Genty ', Ana Romero-Miranda ', Cristina Rodriguez **%, Maria Luisa Nieto 3,
Ernesto Martinez-Martinez "**# " and Victoria Cachofeiro "+ *#

check for

- updates
Cltation: Souza-Neto, V.
Jimenex-Gonzilez, S Delgado-
Vialero, B Jurado-Loper, R, Genty,
MR Mirands, A.; Rodsig
C Noeto, ML Martioee-Martines,
E. Cachodeio, V. The baterplay of
Mutochondrial Oxadative Stoess and
Endoplasmic Reticulum Stress in
Cardiovascalar Fibrosas in Obese Rats,
Astivtdonts 2020, 10, 1273, hitpse//
dotony/ 1033590,/ antion HOSE274

Academic Edetor: Judith Haervleler

Recetved: 1 July 2021
Accepied: 9 August 2021
Pulbdlished: 171 August 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with negard 10 pursdxctmal claims in
prublished maps and institutional affil-
lations.

QMO

Copyright: © 2021 by #he authors.
Licenses MDPL, Basel, Switzedand.
This article s an open access article
distributed  under the termw  and
conditions of the Creative Communs
Attribution {(OC BY) lcerse (ittps/ /
« g/ e /oy/
4.0/).

! Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Instituto de Investigacion Sanitaria Gregario
Marafion (ISGM), Universidad Complutense de Madrid, 28080 Madrid, Spain; franvasc®ucm.es (FVS-N);
sarafil2@ucm.es (5.].-G.); beadel2@ucm s (B.D.-V.); rajurado@ucm.es (R).-L.);
marie genty@inserm fr (M.G.); anarom12@ucm.es (A R-M.)

? Institut de Recoren dol Hospital do La Santa Crew | Sant Paw, 08025 Barcedona, Spain; crodriguezs@santpau cat

Y instituto de Investigacion Biomédica Sant Pau (1B Sant Pau), 08025 Barcelona, Spain

Y Ciber de Enfermedades Cardiovasculares (CIBERCV), Instituto de Salud Carlos 111, 25220 Majadahonda,
Spaim; mlnketofcsic.os

T Instituto de Biologia y Gendética Molecular, CSIC-Universidad de Valladolid, 4702 Valladotid, Spain

¢ Cormespondence: emnmarti@ucm.es (EM-M.); vaarad@iucmoes (V.C.); Tel: + 34913941483 (EM.-M.);
=393 1489 (V.C)

1 These authors contributed equally to this study.

1 These authors contributed equally to this stucy.

Abstract: We have evaluated the role of mitochondnial oxidative stress and its assocation with
endoplasmic reticulum (ER) stress activation in the progression of obesity-related cardiovascular
fibrosis. MitoQ (200 uM) was orally administered for 7 weeks to male Wistar rats that were fed a
high-fat diet (HFD, 35% fat) or a control diet (CT, 3.5% fat), Obese animals presented cardiovascular
fibrasis accompanied by increased levels of extracellular matrix proteins and profibrotic mediators,
These alterations were associated with ER stress activation characterized by enhanced levels (in
heart and aorta vs. CT group, respectively) of immunoglobulin binding protein (Bif; 2. 1-and
2.6-fold, respectively), protein disulfide-isomerase A6 (PDIA6; 1.9-fold) and CCAAT-enhancer-
binding homologous protein (CHOP; 1.5- and 1.8-fold, respectively), MitoQ treatment was able to
prevent (p < 0.05) these modifications at cardiac and aortic levels. MitoQ (5 nM) and the ER stress
inhibitor, 4-phenyl butyric acid (4 uM), were able to block the prooxidant and profibrotic effects of
angiatensin 11 (Ang 11, 107° M) in cardiac and vascular cells. Therefore, the data show a crosstalk
between mitochondrial oxidative stress and ER stress activation, which mediates the development of
cardiovascular fibrosis in the context of obesity and in which Ang I can play a relevant role,

Keywords: cardiovascular fibrosis; endoplasmic reticulum stress; mitochondrial oxidative stress; obesity

1. Introduction

Cardiovascular fibrosis is a common feature in the context of obesity that occurs due
to the imbalance between production and degradation of extracellular matrix components
(ECM), mainly collagen type I [1]. This excessive ECM deposit due to an increased number
of myofibroblasts, the main cell responsible for fibrosis, can produce an aberrant remodeling
that triggers functional alterations by reducing the relaxing capability of the heart, which
can in tumn increase its filling pressure and contribute to diastolic dysfunction [2}. Vascular
fibrosis is associated with arterial stiffness, which is a main determinant of cardiovascular
mortality [3).

A variety of factors has been suggested as potential mediators of cardiac fibrosis
in the context of obesity, including oxidative stress [4-6]. Mitochondria are the main
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source of reactive oxygen species (ROS) in the cell through oxidative phosphorylation
(OXPHOS) during the process of ATP synthesis [7]. In normal conditions, ROS levels in
the mitochondria are balanced by an effective antioxidant defense. However, an excessive
production of ROS can affect mitochondrial function and could Jead to functional alterations
of the heart [8,9]. In this line, some data have reported the relevance of mitochondrial
oxidative stress in the development not only of cardiac fibrosis but also in the metabolic
alterations in diet-induced obese rats [10,11]. In our previous study [12], we observed that
obese animals presented an increase in body weight, as well as in adiposity index, which
was associated with adipose tissue fibrosis and metabolic alterations. At cardiac level,
obese animals exhibited hypertrophy, interstitial fibrosis and an increase in superoxide
anion levels, as compared to the reference group. These modifications were prevented by
treatment with the mitochondrial antioxidant, MitoQ, and were in absence of alterations
in cardiac function or in blood pressure [9]). However, the mechanisms through which
mitochondrial ROS plays a role in the fibrotic consequences of obesity remain unclear. In
the last years, it has been described that obesogenic diets have an impact on the diversity
and functionality of the gut microbiota, which plays a central role in the cardiovascular
alterations observed in obesity [13,14]. In this sense, alterations in gut microbiota are
associated with renal disorders |15)] and cardiovascular diseases such as heart failure |16),
atherosclerosis [17], hypertension [15] or vascular dysfunction [19]. Systemic inflammation
plays a central role in all of these pathologies [20,21]. It has been observed that changes
in gut microbiota observed in obese animals are involved in adipose tissue inflammation,
oxidative stress and metabolic disorders [22]. In a recent study, we have demonstrated the
relevance of oxidative stress in all of these alterations, since treatment with a mitochondrial
antioxidant was able to prevent insulin resistance and cardiac fibrosis observed in obese
animals, These beneficial effects of the mitochondrial antioxidant were accompanied by a
restoration in gut microbiota composition [23], thus showing the link between microbiota
dysbiosis, oxidative stress, inflammation and cardiac alterations in the context of obesity.
In this study, we would like to go deeper into the cardiac fibrosis associated with obesity,
as well as the role of mitochondrial oxidative stress,

The endoplasmic reticulum (ER) is a dynamic cellular organelle with different func-
tions: Ca®* buffering, lipid and carbohydrate metabolism, as well as protein synthesis,
folding and processing, among others. In a physiological state, protein synthesis and
folding levels follow a balance so that the folding capacity of the ER is not saturated.
However, this balance is perturbed in response to different stimuli, including oxidative
stress, and misfolded proteins thus accumulate in the ER lumen. This promotes ER stress
and the activation of the unfolded protein response (UPR) to normalize and return the
balance in which binding immunoglobulin protein (BiP) plays a central role as a chaperone.
BiF is therefore considered to be a marker of ER stress activation. Different studies have
demonstrated the participation of ER stress in cardiovascular damage. The contribution
of ER stress to cardiac hypertrophy has been demonstrated in transgenic mice, where the
genetic ablation of mediators of ER stress reduced cardiac remodeling, as well as cardiac
dysfunction, after transverse aortic constriction in mice [24]. In addition, the beneficial
effects of ER stress inhibition were confirmed by the pharmacological inhibition of ER
stress capability to reduce cardiac hypertrophy induced by a pressure overload model [25].
Ischemic conditions are also associated with impaired protein folding and subsequent acti-
vation of ER stress. In prolonged ER stress conditions, ER activates proapoptotic signaling
pathways, thereby contributing to the onset of heart failure [26], At vascular level, preclini-
cal and clinical studies have elucidated the activation of ER stress in atherosclerotic plaques.
The apoptosis in vascular smooth muscle cells (VSMCs) derived from prolonged ER stress
activation leads to plaque rupture, oxidative stress and enhanced calcification [27,28], In
addition, the role of ER stress has been demonstrated in vascular endothelial dysfunction
in hypertension [29]. Different studies have reported the potential participation of ER stress
in the development of cardiac fibrosis in obese models [30,31].
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The mitochondria and ER can come into contact at different sites, forming the mitochondria-
ER associated membranes, through which they can coordinate their functions by participat-
ing in the regulation of different processes [32]. However, whether these interactions can
be relevant for the development of cardiovascular fibrosis in the context of obesity is not
fully established. Therefore, the aim of this study was to evaluate whether the participation
of oxidative stress in the development of cardiovascular fibrosis in the context of obesity
is through the activation of ER stress. To address this aim, we evaluated the effect of
the mitochondria-targeted antioxidant MitoQ in cardiovascular fibrosis in obese rats. In
addition, we have studied how MitoQ treatment can affect ER stress activation. We have
also analyzed the crosstalk between both processes in cultured cardiac fibroblasts and
VSMCs, the main cells involved in ECM synthesis,

2. Materials and Methods
2.1. Animal Model

Male Wistar rats of 150 g (6 weeks old; Envigo, Barcelona, Spain) were fed either a
high-fat diet (HFD, 35% fat; Envigo Teklad no. TD.03307, Haslett, MI, USA; n = 16) or
a standard diet (CT, 3.5% fat; Envigo Teklad no.TD.2014, Haslett, MI, USA; n = 16) fora
period of 7 weeks. The mitochondrial antioxidant MitoQ (200 uM) was administered to half
of the animals of each group in the drinking water for the same period of time. Animals
were sacrificed by decapitation. The dose of MitoQ was based on previous data [13],
MP Murphy from medical Research Coundil Mitochondrial Biology Unit (Biomedical
Campus, Cambridge, UK) provided MitoQ. Animals were weighed once a week. All
experimental procedures were approved by the Animal Care and Use Committee of
Universidad Complutense de Madrid following the Spanish Policy for Animal Protection
RD53/2013 and according the European Union Directive 2010/63/UE. Serum and plasma
samples were collected at the end of the study.

2.2. Histological Analysts

Samples of aorta and heart were dehydrated, immersed in paraffin and cut into sec-
tions 4 um thick. Collagen fibers were detected by the staining of sections with picrosirius
red. Aorta and coronary artery fibrosis was quantified in the media layer as the ratio of
collagen deposition or interstitial fibrosis to the total media area. Ten to fifteen fields for
each sample were analyzed with an objective (40 x ) under microscopy of transmitted light
(Leica DM 2000; Leica AG, Wetzlar, Germany). Quantification of the data was performed
with an analysis system (Leica LAS 4.3; Leica AG, Wetzlar, Germany).

2.3. Cell Isolation and Cell Culture Conditions

Heart and thoracic aorta of adult male Wistar rats (weighing 250-300 g) were used
to isolate cardiofibroblasts and VSMCs. Differential centrifugation was performed af-
ter enzymatic digestion of the hearts with a mix of collagenase-trypsin for the isola-
tion of cardiac fibroblasts and aorta with a mix of collagenase-elastase for the isolation
of VSMCs, as previously described [5,34]. Cells were used between passages 5 and 6.
DMEM medium supplemented with 10% FBS, 10 mmol/L L-glutamine, 100 U/mL peni-
cillin/streptomycin, 10 mmol/L L-pyruvate and 2 mmol/L HEPES was used for cardiac
fibroblasts. VSMCs were maintained in DMEM F-12 supplemented with 10% FBS and
100 U/mL penicillin/streptomycin. Cells were grown as monolayer culture in a T-75
tissue culture flask from an initial density of 0.5 x 10° cells. Confluent cells were passaged
with 0.25% trypsin in 0.01% EDTA. Cells were serum-starved for 12 h, and 6-well plates
were used with 90% confluence for each experimental condition. All assays in the present
study were done at temperatures of 37 °C, 95% sterile air and 5% CO; in a saturation
humidified incubator. Cells were treated with angiotensin IT (Ang II; 107% M) for 24 h in
the presence or absence of the mitochondrial antioxidant, MitoQ (5 nM), or the chemical
chaperone, 4-phenyl butyric acid (4-PBA; 4uM). VSMCs were treated with the ER stress
inducer, tunicamycin (1-2 pg/mL), for 24 h.

92



Antioxidaits 2021, 10,1274

PUBLICACIONES

4ot 16

2.4, Western Blot

Total proteins from cardiac and aortic homogenates, as well as cellular extracts, were
prepared as previously described [Y]. Briefly, proteins were separated by SDS-PAGE on
polyacrylamide Criterion™ TGX™ Precast Gels (BioRad, Hercules, CA, USA) and trans-
ferred to Hybond-c Extra nitrocellulose membranes (Hybond-P; Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, USA). Membranes were reused after stripping a maximum of 3 times. This
allows for measuring the greatest number of proteins in the same membrane. Membranes
were probed with primary antibodies for activating transcription factor 6-alpha (ATF6«;
Santa Cruz, TX, USA; dilution 1:250), immunoglobulin binding protein (Bil’; BD Biosciences,
Madrid, Spain; dilution 1:1500), CCAAT-enhancer-binding homologous protein (CHOP;
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA; dilution 1:500), collagen I (Calbiochem, San
Diego, CA, USA; dilution 1:500), connective tissue growth factor (CTCF; Sigma-Aldrich,
San Louis, MO, USA; dilution 1:1000), protein disulfide-isomerase A6 (PDIA6; Abcam
ple, Cambridge, UK; dilution 1:500), transforming growth factor-p (TGF-f; Abcam ple,
Cambridge, UK; dilution 1:250) and a-tubulin or -actin (Sigma-Aldrich, San Louis, MO,
USA; dilution 1:5000) as loading controls. Signals were detected using the ECL system
(Millipore, Burlington, MA, USA). Results are expressed as an n-fold increase over the
values of the control group in densitometric arbitrary units.

2.5, Retrotranscription and Real-Tine PCR

Total RNA was isolated using Trizol Reagent (Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
and was reverse-transcribed into cONA using the High-Capacity cDNA Reverse Transcrip-
tion Kit (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA). Quantitative PCR analysis was
performed with SYBR green PCR technology (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and specific
oligonucieotides (Table S1). Quantification of mRNA levels was performed by real-time
PCR using the AACt method. Data were normalized to hypoxanthine phosphoribosyltrans-
ferase (HPRT).

2.6. Measwrement of Intracellular Superoxide Anion Production

Cardiomyofibroblasts and VSMCs were seeded into 48-well plates at 70% confluence
for experiments measuring Oy~ production. Cells were exposed for 24 h with either vehicle
or Ang 11 (107° M) for 24 h in the presence or absence of the mitochondrial antioxidant,
MitoQQ (5 nM), or the chemical chaperone, 4-PBA (4 uM). Cells were then exposed with
dihydroethidium (DHE; 5 x 10 mmol/L) for 30 min. Cells were washed with warm
PBS and analyzed with an objective lens (40 %) in a fluorescent laser scanning Leica DMI
3000 microscope. A number of cells (150-200) for each condition was analyzed. The
mean fluorescence densities in the nucleus were calculated, Results are expressed as an
n-fold increase over the data of the control group, The analysis was performed by a single
researcher unaware of the experimental groups.

2.7. Statistical Analysis

Variables are expressed as mean + SEM. Kolmogorov-Smirnov test was used to verify
the normality of distributions. Differences between 2 groups were assessed with Student's t
test. Differences among several groups were evaluated using one-way ANOVA. Newman-
Keuls test was used as a post hoc test for differences in means. A value of p < 0.05 was used
as the cutoff for defining statistical significance. Data were analyzed using the statistical
program GraphPad Prism 5 (San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. Mitechondrial Oxidative Stress Promotes ECM Protein Deposition and ER Stress Activation
at Cardiac Level in Obesity

HFD animals presented an increase in collagen type I protein levels accompanied by
an increase in the profibrotic mediators CTGF and TGF-f as compared to control animals
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(Figure 1A). The treatment with the mitochondrial antioxidant, MitoQ, was able to prevent the
increase in ECM components and profibrotic growth factors observed in HFD (Figure 1A).
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Figure 1. Mitochondrial oxidative stress mediates the increase in extracellular matnix proteins and endoplasmic reticulum
stress at cardlac level, Protein levels of (A) collagen type | (Col 1), connective tissue growth factor (CTGF) and transforming
growth factor-beta (TGF-B); (B) immunoglobulin binding protein (BiP); (C) protein disulfide isomerase family A member 6
(PDIA6); (D) CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein (CHOP); (E) activating transcription factor 6-alpha
(ATF6ax) in heart tissue from control rats fed a normal chow (CT) and rats fed a high-fat diet (HFD) treated with vehicle or
with the mitochondrial antioxidant MiteQ (MQ; 200 uM). Bars graphs represent the mean -= SEM of 6-8 animals normalized
for a-tubulin, * pr < 0.05,** pr < 0.01, *** p < 0,001 vs. control group. £ p < 0.05, H p <001, t+ p < 0.001 vs. HFD group.

In order to identify possible mechanisms involved in the development of cardiac
alterations in HFD animals and the improvement showed by MitoQ in ECM production,
we evaluated ER stress activation. Obese animals presented an increase in two ER stress
markers, such as BiP and PDIA6 (Figure 1B,C, respectively). Complementary analyses
of different pathways involved in ER stress activation revealed an increase in CHOP
protein levels without modifications in ATF6a protein levels (Figure 1DLE, respectively),
MitoQ treatment was able to prevent all of these alterations, demonstrating the crosstalk
between mitochondria and ER (Figure 1B-D). Interestingly, ER stress markers BiP and
PDIA6 (Figure S1A, B) correlated with cardiac interstitial fibrosis in the animals, as well as
CHOP correlating with collagen type | protein levels (Figure S1C), thereby showing the
possible role of ER stress in ECM production.

3.2. MitoQ Treatment Improves Vascular Fibrosis and ER Stress Activation in the Aorta of
HFD Animals

Having observed the effects of obesity and participation of mitochondrial oxidative
stress in cardiac alterations, we examined whether the inhibition of mitochondrial oxidative
stress could improve vascular fibrosis in HFD animals. Diet-induced obese animals showed
important modifications at vascular level, characterized by aortic fibrosis (Figure 2A,B)
accompanied by collagen type | and the upregulation of profibrotic mediators CTGF
and TGF-p (Figure 2C). In addition, obese animals presented an increase in fibrosis in
the media of the descending coronary artery, which was partially decreased by MitoQ
treatment (Figure S2A,B). As occurs with cardiac Interstitial fibrosis, ER stress markers
correlated with fibrosis observed in the media of the coronary vessel (Figure S2C,D). All of
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these modifications observed in obese animals were in the absence of alterations in aortic
morphology, such as those of the media or lumen area (Figure S3A-C). Mitochondrial
oxidative stress participates in vascular fibrosis, since treatment with MitoQ was able to
prevent aortic fibrosis and increases in collagen type I and TGF-$ protein levels without
modifications in CTGF expression (Figure 2ZA-C).
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Figure 2. Mitochondrial oxidative stress mediates vascular fibrosis and endoplasmic reticulum stress at aortic level,
(A) Quantification of collagen volume fraction and (B) representative microphotographs of aortic sections staining with
picrosirius red. Protein levels of (C) collagen tvpe I (Col I), connective tissue growth factor (CTGF) and transforming growth
factor-beta (TGF-f3); (D) immunoglobulin binding protein (BiP); (E) CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein
(CHOP); (F) activating transcription factor 6-alpha (ATF6a) in aortic tissue from control rats fed a normal chow (CT) and
rats fed a high-fat diet (HFD) treated with vehicle or with the mitochendrial antioxidant MitoQ (MQ; 200 uM). Scale bar:
50 um. Bars graphs represent the mean = SEM of 6-8 animals normalized for a-tubulin. * p <0.05, ** p < 0.01 vs. control
group. 1 p < 0.05, t1 p < 0.01 vs. HFD group.

As occurs at cardiac level, obese animals presented aortic ER stress activation charac-
terized by an increase in BiP protein levels (Figure 2D) together with CHOP upregulation
(Figure 2E), while ATF6a protein levels remained unchanged (Figure 2F) compared to
control rats. Treatment with MitoQ was able to prevent ER stress activation as well as
increases in CHOP protein levels in obese animals (Figure 2D,E).

3.3. Mitochondrial Oxidative Stress Mediates the Effects of Ang Il in Cardiac Fibroblasts

Obese animals presented an increase in Ang II plasma levels, which was prevented by
MitoQ treatment (Figure $4). In order to study the direct effects of mitochondrial oxidative
stress on ECM production and on Ang Il effects, we exposed cardiac fibroblasts to Ang [1
in presence or absence of the mitochondrial antioxidant MitoQ. Ang 11 (107° M) was able
to increase superoxide anion production levels in cardiac fibroblasts (Figure 2A,B). As
expected, Ang [l-treated cells presented a significant increase in collagen type 1 protein
levels, as well as levels of CIGF and TGF-f (Figure 5C). MitoQ (5 nM) prevented the
prooxidant effects of Ang 11, showing the efficiency of the treatment (Figure 3A,B). In
addition, MitoQ treatment blunted the profibrotic effects of Ang II, thus preventing an
increase in collagen I, CTGF and TGF-p protein levels in cardiac fibroblasts (Figure 2C),
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Figure 3. Mitochondrial oxidative stress mediates the prooxidant, profibrotic and the endoplasmic reticulum stress activation
induced by angiotensin [T (Ang IT) in cardiac fibroblasts. (A, B) Effect of the mitochondrial antioxidant MitoQ (MQ; 5 nM) on
superoxide anion production. Quantification of cells labelled with the oxidative dye dihydroethidium (A) and representative
microphotographs (magnification 40 ) (B), Protein levels of (C) collagen type | (Col I), connective tissue growth factor
(CTGF) and transforming growth factor-beta (TGF-B): (D) immunoglobulin binding protein (BiP’) and protein disulfide
isomerase family A member 6 (PDIA6); (E) CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein (CHOP) and activating
transcription factor 6-alpha (ATF6x) in cardiac fibroblasts treated with Ang [1 (107" M) for 24 h in the presence or in the
absence of MQ. (F) Representative blots for protein expressions. Bars graphs represent the mean £ SEM of MS four to six
assays normalized for B-actin. ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs, control cells, +p <0.05, +1 p < 0.01, 1 p < 0.001 vs. Ang Il-treated

cardiac fibroblasts,

Regarding ER stress, Ang Il-treated cardiac cells increased a marker of ER stress
activation, such as PDIA6, without modifications in BiF protein levels at 24 h (Figure 3D).
The activation of ER stress was confirmed, since Ang 1l promoted an upregulation of CHOP
and ATF6x protein levels in cardiac fibroblasts (Figure 3E). The presence of MitoQ in the
culture medium was able to prevent the increase in PDIA6 and CHOP induced by Ang 1I;
however, it was not able to modify the increase in ATF6a protein levels in Ang [l-treated
cells (Figure 3D,E),

3.4. Mitochondrial Oxidative Stress Mediates the Effects of Ang 11 in Vascular Smooth
Muscle Cells
Having observed the beneficial effects of MitoQ at vascular level in obese animals and
the effects of Ang Il on cardiac fibroblasts, we treated VSMCs with Ang 11 and MitoQ.
The presence of MitoQ) (5 nM) was able to block the prooxidant and profibrotic effects
of Ang I1 (107" M) in VSMCs, since it was able to prevent the increase in superoxide anion
production (Figure 4A B), as well as the upregulation in collagen type 1, CTGF and TGF-f
protein levels (Figure 4C) induced by Ang IL
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Figure 4. Mitochondrial oxidative stress mediates the prooxidant, profibrotic and the endoplasmic reticulum stress activation
induced by angiotensin [ {Ang I1) in vascular smooth muscle cells (VSMCs). (A,B) Effects of the mitochondrial antioxidant
MitoQ (MQ: 5 nM) on superoxide anlon production. Quantification of cells labelled with the oxidative dye dihydroethidium
(A) and representative microphotographs (magnification 40x ) (B). Protein levels of (C) collagen type 1 (Col 1), connective
tissue growth factor (CTGF) and transforming growth factor-beta (TGF-£); (D) immunoglobulin binding protein (Bif’) and
protein disulfide isomerase family A member 6 (PDIA6); (E) CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein (CHOP)
and activating transeription factor 6-alpha (ATF6a) in VSMCs treated with Ang 1 (107 M) for 24 h in the presence or in the
absence of MQ. (F) Representative blots for protein expressions. Bars graphs represent the mean = SEM of four to six assays
normalized for B-actin. * p <005, ** p <0.01, vs. control cells, ¥ p < 0.05, 1 p <0.01, vs. Ang Il-treated VSMCs,

As occurs in cardiac cells, Ang Il activated ER stress characterized by an increase in
BiP and PDIA6 protein levels (Figure 4D). Analysis of pathways involved in ER stress
activation showed that Ang Il was not able to produce a significant increase in CHOP or
ATF6ex after 24 h of stimulation (Figure 4E). The effects of Ang I on BiP and PDIA6 protein
levels were blunted by the presence of MitoQ in the culture medium (Figure 4D).

3.5. Inhibition of Endoplasmic Reticulum Stress Blocks the Prooxidant and Profibrotic Effects of
Ang Il in Cardiovascular Cells

In order to explore the direct effects of ER stress activation on Ang Il actions, cardiac
fibroblasts were treated with Ang IT in the presence or absence of the ER stress inhibitor,
4-PBA. The presence of 4-PBA (4 uM) was able to prevent the increase in superoxide anion
production in Ang Il-treated cells (Figure 5A,B), thereby demonstrating a vicious circle
between oxidative stress and ER stress. In addition, the pharmacological inhibition of ER
stress prevented the profibrotic actions of Ang I1 (107° M) by decreasing the up-regulation
of collagen type | and the profibrotic mediators CTGF and TGF-§ protein levels in cardiac
fibroblasts (Figure 5C).
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Figure 5. Endoplasmic reticulum stress mediates the prooxidant and profibrotic effects induced by angiotensin 1l (Ang I1) in
cardiac fibroblasts, (A,B) Effect of 4-phenylbutyrate acid (4-PBA; 4 uM) on superoxide anion production. Quantification
of cells labelled with the oxidative dye dihydroethidium (A) and representative microphotographs (magnification 40 x)
(B). Protein levels of (C) collagen type | (Col 1), connective tissue growth factor (CTGF) and transforming growth factor-
beta (TGF-£); (D) immunoglobulin binding protein (BiP’) and protein disulfide isomerase family A member 6 (PDIA6);
(E) CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein (CHOP) and activating transcription factor 6-alpha (ATF6x) in
cardiac fibroblasts treated with Ang 11 (10" M) for 24 h in the presence or in the absence of 4-PBA. (F) Representative blots
for protein expressions. Bars graphs represent the mean 4 SEM of four to six assays normalized for -actin, * p < 0.05,
<001, p<0.001 vs, control cells, tp <005, t4 p < 0.01 vs. Ang ll-treated cardlac fibroblasts,

As expected, the presence of 4-PBA was able to inhibit ER stress activation in cardiac
fibroblasts treated with Ang [1, characterized by a decrease in PDIA6 (Figure 5D) protein
levels. In addition, 4-PBA was able to prevent the increase in CHOP and ATF6x protein
levels induced by Ang Il (Figure 5E),

Similar results were obtained in VSMCs. The presence of 4-PBA (4 uM) blunted the
prooxidant (Figure 6A,B) and the profibrotic (Figure 6C) actions of Ang [ (10 & M) in
VSMCs, These effects of 4-PBA were accompanied by the inhibition of BiP and PDIA6
up-regulation in Ang Il-treated cells, thereby confirming the effectiveness of the treatment
(Figure 6D),
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Figure 6. Endoplasmic reticulum stress mediates the prooxidant and profibrotic effects induced by Angiotensin II (Ang IT) in
vascular smooth muscle cells (VSMCs). (A,B) Effect of 4-phenylbutyrate acid (4-PBA; 4 uM) on superoxide anion production.
Quantification of cells labelled with the oxidative dye dihydroethidium (A) and representative microphotographs (mag-
nification 40 % ) (B), Protein levels of (C) collagen type | (Col 1), connective tissue growth factor (CTGF) and transforming
growth factor-beta (TGFE-p); (D) immunoglobulin binding protein (Bil’) and protein disulfide isomerase family A member 6
(PDIA6); (E) CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein (CHOP) and activating transcription factor 6-alpha
(ATF6a) in VSMCs treated with Ang 11 (107" M) for 24 h. (F) Representative blots for protein expressions. Bars graphs
represent the mean == SEM of four to six assays normalized for f-actin, ** p < 0.01, *** p < 0,001 vs, control cells. t p <0.05,
t1p <001, 11 p < 0.001 vs, Ang Il-treated VSMCs

By complementary analyses, we confirmed the direct effects of ER stress in VSMCs
through the use of tunicamycin, a pharmacological inducer. Tunicamycin promoted an
increase in superoxide anion production in a dose-dependent manner (Figure S5A), At
1.5 pg/ml, tunicamycin induced an increase in collagen type | mRNA levels, an effect that
was accompanied by TGF-f# mRNA level up-regulation in VSMCs (Figure S5B,C).

4. Discussion

The purpose of this study was to investigate the interactions between mitochondrial
oxidative stress and ER stress in cardiovascular fibrosis associated with obesity. In the
present study, ER stress, which is activated in the cardiovascular system in obesity, emerges
as a potential mediator of cardiovascular fibrosis induced by mitochondrial oxidative stress
in this context, This is based on the fact that the reduction in mitochondrial oxidative stress
by MitoQ prevented the upregulation not only of total collagen but also of collagen | and
the profibrotic mediators TGF-$ and CTGF protein levels in obese rats. These effects were
accompanied by an attenuation of ER stress at cardiac and vascular levels. In addition, ROS
reduction and ER stress inhibition by MitoQ or 4-PBA, respectively, reduced the profibrotic
actions of Ang I, whose levels are elevated in obese animals and involved in cardiovascular
fibrosis associated with obesity in cardiac and vascular cells [35,36]. This suggests that
interactions between ER stress and mitochondrial oxidative stress regulate downstream
events and are respansible for fibrosis in the context of obesity. Thus, ER stress emerges as
a potential therapeutic target involved in the altered ECM processing observed in obesity.
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Fibrosis is a common feature involved in several cardiovascular pathologies such as
obesity, hypertension, myocardial infarction and atherosclerosis, among others [23,37,38],
Cardiovascular fibrosis contributes to poor prognosis in obesity due to alterations in the
cardiac and vascular architecture, thus favoring vascular stiffness, cardiac dysfunction and
heart failure [39,40]. However, the signaling pathways involved in this process are not
fully understood, Therefore, it is mandatory to comprehend the pathological context in
order to identify new possible therapeutic approaches. Several studies have elucidated the
main role of inflammation in cardiac damage, thereby promoting cardiac dysfunction and
myocardial necrosis [41]. It has been described that proinflammatory cytokines such as
tumor necrosis-alpha (TNF-«), interleukin (IL)}-15 and IL-6 play a central role in cardiac
damage associated with ischemic conditions [42] and obesity, as well [43]. In a recent
study, Zhou | et al. demonstrated that pretreatment with miR-181a-5p antagomiR was
able to improve cardiac function in an animal model of cardiac damage. This effect was
accompanied by an improvement in both oxidative stress and inflammation of the cardiac
tissue [44]. At vascular level, it is known that inflammation and oxidative stress contribute
to endothelial dysfunction, as has been recently reported in clinical studies [45). In addition,
inflammation and oxidative stress are involved in the initial phase of cardiac remodeling
and facilitate ECM deposition and subsequent fibrosis, Our present study extends the
previous observation made at the cardiac level [9] to the vascular level, since treatment
with the mitochondrial antioxidant MitoQ was able to reduce total collagen in the media of
the descending coronary artery and in the aorta of obese rats. Thus, this supports the role
of mitochondrial oxidative stress in the cardiovascular fibrosis in obesity, which confirms
previous observations [46]. The amelioration in cardiovascular fibrosis was accompanied
by a reduction in collagen type I protein levels in MitoQ-treated animals, Collagen type
is the predominant collagen subtype found in the arterial wall (70-75%) [47] and within
the heart (approximately 80%). TGF-§ and CTGF are two profibrotic mediators involved
in collagen synthesis and subsequent fibrosis [45,49]. In this line, MitoQ was able to
prevent the increase in TGF-f and CTGF at cardiac and vascular levels (except for CTGF
aortic protein levels) in the animals fed an HFD, suggesting that the antifibrotic effects of
MitoQ are related to collagen synthesis, This improvement could also be related to the
interactions between gut microbiota and mitechondrial oxidative stress, which participates
in cardiac fibrosis in the context of obesity [23]. In fact, the role of microbiota dysbiosis
has been reported not only in obesity but also in other pathological scenarios, including
neurodegenerative discases [50-54].

Interestingly, treatment with the mitochondrial antioxidant was also able to prevent
cardiovascular ER stress activation in obese animals. HFD rats presented an increase in Bil?
and PDIAG, another ER stress marker, at cardiac protein levels, which was prevented by
MitoQ treatment. The effect of MitoQ on ER stress was confirmed at vascular level, since
MitoQ was also able to prevent upregulation in BiP aortic protein levels observed in HFD
animals, showing the connection between mitochondria and ER at cardiovascular level, as
has been reported in other pathological conditions, including metabolic alterations [55-58],

The initial response of ER in restoring homeostasis is the UPR, which is initiated by
three transmembrane proteins: inositol requiring 1 (IRE1), PKR-like ER kinase (PERK),
and ATF6. Our data show that obese rats presented an increase in cardiac and aortic
protein levels of CHOP, a common downstream element of IRE1 and PERK, without
modifications in ATF6x protein levels. The upregulation of CHOP in obese rats was
blunted by MitoQ treatment, confirming the crosstalk between mitochondrial oxidative
stress and ER stress activation in obese animals. Similarly, minipigs fed an HFD presented
cardiac interstitial fibrosis, which was accompanied by ER stress activation characterized
by CHOP upregulation [30]. CHOP is a transcription factor that mediates apoptosis,
triggered by UPR response, and has been highlighted as a key regulator of cardiac injury.
The increase in CHOP levels could also be ascribed to the mitochondrial UPR (UPRMT);
however, our results showing higher levels of BiP and PDIAG6 reflect the activation of ER
stress in obesity, in agreement with previous reports, while the contribution of UPRMT
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to cardiovascular alterations in obesity is currently uncertain. Previous studies have
demonstrated that genetic disruption of CHOP attenuates cardiac hypertrophy and cardiac
dysfunction in mice induced by pressure overload [59]. Thus, this supports that ER
stress activation could become a novel target for cardiovascular diseases. In addition, ER
stress activation has been previously observed in adipose tissue of obese patients, and a
reduction in body weight is associated with a decrease in ER stress markers [6]. Moreover,
the administration of pharmacological inhibitors of ER stress was able to prevent UPR
activation in liver and adipose tissue by improving insulin resistance in genetic models
of obesity [61]. Therefore, these data support the role of ER activation in the metabolic
alterations associated with obesity.

Different factors are involved in cardiovascular damage, including the renin-angiotensin
system, which can enhance ROS generation in myocardial tissue [62]. It has been described
that Ang I, a well-known profibrotic factor at cardiac and vascular levels [63,64], is elevated
in obese patients [65]. In agreement with this, we have observed a similar increase in Ang Il
plasma levels in obese rats, which was normalized by MitoQ treatment. In cultured cardiac
fibroblasts and VSMCs, Ang 1 increased superoxide anion production and promoted an
increase in collagen type I protein levels accompanied by an up-regulation of TGF-f and
CTGF expression. The presence of MitoQ was able to prevent not only the prooxidant
effects of Ang Il but also its profibrotic effects. This fact shows that mitochondrial oxidative
stress mediates the profibrotic and prooxidant effects of Ang 11 and its involvement in
ECM production in obesity, reinforcing the data observed in vivo. Importantly, cardiac
and vascular cells exposed to Ang Il presented ER stress activation characterized by an
upregulation of ER stress markers. This effect was previously observed in adipocytes [66],
in podocytes [67] and in pancreatic B cells [68]. We show for the first time that Ang 11
promotes ER stress activation in cardiac fibroblasts and VSMCs through mitochondrial
oxidative stress production. However, it is important to mention that this ER stress
activation seems to operate through different pathways in cardiac fibroblasts and VSMCs,
since up-regulation in CHOP and ATF6« protein levels observed in the cardiac cells under
Ang I1 treatment was not present in VSMCs.

A previous study has demonstrated that the pharmacological inhibition of ER stress
is able to prevent cardiac fibrosis induced by Ang Il infusion in mice [29]. In agreement
with this, we have shown that treatment with the ER stress inhibitor, 4-PBA, prevents the
increase in ECM proteins induced by Ang I1in cardiac fibroblasts and VSMCs. The role of
ER stress in ECM production was confirmed by the pharmacological inducer of ER stress,
tunicamycin, VSMCs exposexd to tunicamycin presented an increase in collagen type [ and
TCF-B mRNA levels. Moreover, ER stress activation by tunicamycin also promoted ROS
production in VSMCs, thereby supporting the notion that there exists a crosstalk between
oxidative stress and ER stress. ER is an organelle responsible for calcium homeostasis.
It has been described that a massive influx of calcium into mitochondria can lead to the
formation and opening of pores, thereby promoting damage to mitochondria and the
subsequent ROS production [69,70]. In this sense, we have demonstrated that Ang 11
promotes superoxide anion production in cardiovascular cells, an effect that was prevented
by ER stress inhibition.

5. Conclusions

In summary, we have demonstrated that the cardiovascular fibrosis observed in
obese animals was accompanied by oxidative stress and ER stress activation. Inhibition
of mitochondrial oxidative stress with MitoQ prevented all of these alterations, thus
supporting the role of ER stress in the profibrotic effect of mitochondrial oxidative stress
in the context of obesity. Morcover, there seems to be a crosstalk between mitochondrial
oxidative stress and ER stress activation, which mediates the increase in ECM proteins,
ROS production and ER stress activation in Ang Tl-treated cardiovascular cells, a factor
involved in the cardiovascular fibrosis associated with obesity [36,71].
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These results show the potential role of mitochondrial oxidative stress and ER stress
in cardiovascular fibrosis in the context of obesity, thereby suggesting new therapeutic
approaches in the management of obesity for the treatment of cardiovascular alterations in
which high levels of Ang Il can play a role.

6. Limitations

Although the study explores interactions between mitochondrial oxidative stress and
endoplasmic reticulum stress in cardiovascular fibrosis in obese rats through different
approaches (in vivo and in vitro studies), the data do not allow the assessment that one
ultimately leads to the other. The information regarding specific time course of events
could represent a limitation of our study.
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Table S1. Primers used in real time PCR analysis

PUBLICACIONES

Gene Primer Sequence (5't0 3)
Forward GCCTCCCAGAACATCACCTA
Col 1a1
Reverse ATGTCTGTCTTGCCCCAAGT
Forward CAGAACGTTGGCATGGTAGCC
Tep
Reverse TCCTTCAGCTCCACAGAGAA
Forward AGGACCTCTCGAAGTGT
Hprt
Reverse ATTCAAATCCCTGAAGTACTCAT

Coltal: Collagen type I; Tgf-fi: Transforming growth factor-beta and Hprt: hypoxanthine-guanine

phosphoribosyltransferase.
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Figure S1. Correlations observed between cardiac fibrosis and endoplasmic reticulum stress. Direct
correlation between cardiac interstitial fibrosis and (A) immunoglobulin binding protein (Bil’; r=0.3475;
p=0.0187); (B) protein disulfide isomerase family A member 6 (PDIA6; r=0.5534; p=0.0172) protein expression
in all animals, (C) Direct correlation between cardiac CCAAT-enhancer-binding protein homologous
protein (CHOP) and collagen type | protein expression in all animals (r<0.6385; p=0.0018).
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Figure S2. Mitochondrial oxidative stress mediates the fibrosis of the media of the descending coronary
artery. (A) Representative microphotographs of cardiac sections staining with picrosinius red and (B)
quantification of collagen voiume fraction in the media of the coronary artery from control rats fed a normal
chow (CT) and rats fed a high fat diet (HFD) treated with vehicle or with the mitochondrial antioxidant
MitoQ (MQ; 200 uM). Scale bar: 50 pum. Bars graphs represent the mean + SEM of 6-8 animals, *p<0.01;
<007 vs. control group, tp<005 vs. HFD group. Direct correlation between coronary media fibrosis
and (C) immunoglobin binding protein (BIP; r0.7207; p=0.0011); (D) protein disulfide isomerase family A
member 6 (PDEIAS; r=0,6460; p=0.0051) protein expression inall animals.
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Figure 53. Vascular morphology of aorta in the animals. (A) Representative microphotographs of aortas
stained with hematoxylinfeosin. (B) Media and (C) lumen area from control rats fed a normal chow (CT)
and rats fed a high fat diet (HFD) treated with vehicle or with the mitochondrial antioxidant MitoQ) (M(Q;
200 uM). Scale bar: 500 pum. Bars graphs represent the mean + SEM of 6-8 animals.
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Figure $4. Angiotensin (Ang I1) plasma levels from control rats fed a normal chow (CT) and rats fed a high
fat diet (HFD) treated with vehicle or with the mitochondrial antioxidant MitoQ (MQ; 200 uM), Bars graphs
represent the mean = SEM of 5-8 animals. *p<0.05 vs. control group, +p<01.05 vs, HFD group

111



e )

Combred 1 (R} 1

=
@]

e 29 . ] .
£_ 45
g & i s £ET %
is A i1
iz ¢ 95 1o s
~4 2 »3
b ‘:! o0s =3 3
o 0s 0
1 1 14 2 C1 Deabamrreis [ PT—
1S ppnl) LA peml)

Tk amoyctn (g val )

Figure S5. Endoplasmic reticulum stress increases oxidative stress and extracellular matrix markers in
vascular smooth muscle cells. Effects of the endoplasmic reticulum stress inductor, tunicamycin (1-2
pg/ml) on superoxide anton production. (A) Representative microphotographs and quantification of cells
labelled with the oxidative dye dihydroethidium (magnification 40X). mRNA levels of (B) collagen type |
(Col Tal), and (Q) transforming growth factor-beta (Tgf-8) in vascular smooth muscle cells treated with
tunicamycin (1.5 pg/ml)) for 24 hours, Bars graphs represent the mean = SEM of four to six assays
normalized for hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT). *p<0.05; *p<0,01, **p<01.001 vs, control

cells,
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Figure S6. Original blots corresponding to (A) Figure 1; (B) Figure 2; (C) Figure 3; (D) Figure 4; (E) Figure
5 and (F) Figure 6.
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Abstract: We have evaluated cardiac function and fibrosis in infarcted male Wistar rats treated with
MitoQ (50 mg/kg/ day) or vehicle for 4 weeks. A cohort of patients admitted with a first episode of
acute Ml were also analyzed with cardiac magnetic resonance and T1 mapping during admission
and at a 12-month follow-up. Infarcted animals presented cardiac hypertrophy and a reduction i the
left ventricular ejection fraction (LVEF) and E- and A-waves (E/A) ratio when compared to controls.
Myocardial infarction (M) rats also showed cardiac fibrosis and endoplasmic reticalum (ER) stress
activation. Binding immunoglobulin protein (Bil') levels, a marker of ER stress, were correlated with
collagen | levels, MitoQ reduced oxidative stress and prevented all these changes without affecting
the infarct size. The LVEF and E/A ratio in patients with Ml were 576 & 7.9% and 096 + 034,
respectively. No major changes in cardiac function, extracellular volume fraction (ECV), or LV mass
were observed at follow-up. Interestingly, the myeloperoxidase (MPO) levels were assoctated with
the ECV in basal conditions. BiP staining and collagen content were also higher in cardiac samples
from autopsies of patients who had suffered an MI than in those who had died from other causes.
These results show the interactions between mitochondrial oxidative stress and ER stress, which can
result in the development of diffuse fibrosis in the context of ML

Keywords: cardiac fibrosis; mitochondrial oxidative stress; endoplasmic reticulum stress; myocardial
ischemia

L. Introduction

Cardiomyocyte necrosis, granulation tissue formation, inflammation, and scar mat-
uration are important events in the healing process after myocardial infarction (MI) [1].
The loss of functional myocardium results in a cardiac remodeling in which fibrosis plays
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a central role in the structural changes in the left ventricle (LV) [2,2] as well as in energy
metabolism alterations and impaired myocardial perfusion. This cardiac remodeling is
produced in the infarcted border zone and remote non-infarcted myocardium, where the
accumulation of fibrosis can result in functional consequences [4,5]. All these alterations
can attenuate diastolic and systolic functions, producing a significant impact on the quality
and quantity of life,

Multiple mechanisms have been proposed as potential players in cardiac remodeling
in the context of M, including oxidative stress, MI triggers excessive reactive oxygen
species (ROS) production, especially in response to the reperfusion that is produced in
subcellular organelles such as the sarcolemma, endoplasmic reticulum (ER), and especially
mitochondria through the electron transport chain [6]. This oxidant environment produces
damage to the mitochondria themselves, further facilitating mitochondrial dysfunction.
The heart is the most metabolically active organ in the body, which possesses the highest
mitochondria content of any tissue and obtains its energy primarily from these. Mitochon-
drial dysfunction produces cellular energy disruption and oxidative stress, which triggers
cardiac cell loss after damage caused by a compromised supply of the energy necessary for
reaching the intense demands of the heart [7,5].

The ER is a dynamic cellular organelle with different functions, including Ca®* buffer-
ing and protein synthesis, folding, and processing, among others [4,10]. In a physiological
state, the folding capacity of the ER is not saturated because protein synthesis and folding
levels follow a balance. However, in response to excessive oxidative stress, misfolded
proteins accumulate in the ER lumen, promoting ER stress and the activation of the un-
folded protein response (UPR) in order to normalize and return the balance [10]. This
response involves the dissociation of binding immunoglobulin protein (BiP) from three
transmembrane proteins, Consequently, an upregulation of BiP is considered to be a marker
of ER stress activation [11]. However, it could promote inflammation, cell dysfunction,
death, and tissue injury if ER stress is not resolved. ER stress activation is associated with
myocardial fibrosis due to its ability to promote fibroblast differentiation to myofibrob-
Tasts with an enhanced proliferation capacity and higher synthesis of extracellular matrix
(ECM) components [12]. Both the ER and mitochondria can come into contact, thereby
forming the mitochondria-ER-associated membranes through which they can coordinate
their functions by participating in the regulation of different processes. However, whether
these interactions can be relevant for the development of cardiovascular fibrosis in the
context of MI is not fully established. Therefore, the aim of this study was to evaluate
whether the crosstalk between mitochondrial oxidative stress and ER stress activation is
relevant in the development of cardiac remodeling in the context of ML Accordingly, we
evaluated the effect of the mitochondrial-targeted antioxidant MitoQ in cardiac fibrosis
in M1 rats. Additionally, we studied how MitoQ treatment can affect ER stress activation
in this pathological context. We also explored the potential relationship between cardiac
fibrosis and the activation of ER stress in patients with ML

2. Materials and Methods
2.1. Antmal Model

MI was induced by ligation of the left anterior descendent (LAD) coronaty artery
in 12-week-old male Wistar rats (Envigo, Barcelona, Spain; » = 20 rats), as previously de-
seribed [5]. A group of animals subjected to a sham operation (the same surgical procedure
without the fastening of the suture that passes through the LAD; n = 20 rats) was included
as a reference group (CT). Both groups of animals received the mitochondrial antioxidant
MitoQ (50 mg /kg/day, equivalent to 200 pM) in the drinking water for 4 weeks after
surgery. The dose of MitoQ was based on previous data [13]. MitoQ was provided by
MP Murphy from the Medical Research Council Mitochondrial Biology Unit, Cambridge
BioMedical Campus, Cambridge, UK. The body weight, systolic blood pressure (SBP), and
cardiac structure and function were measured at the end of the evolution period. The
SBP was estimated through use of a tail-cuff plethysmograph (Cibertec, Madrid, Spain) in
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unrestrained rats, At the end of the experiment, serum and plasma were collected. The
Animal Care and Use Committee of Universidad Complutense de Madrid and Direccion
General de Medio Ambiente, Comunidad de Madrid, Spain, approved all experimental
procedures (PROEX 121/18).

2.2. Cardiac Function Measurement

Cardiac function was evaluated by transthoracic echocardiography with a Vivid-
I (General Electric Healthcare, Boston, MA, USA) connected to a 12 MHz transducer.
Then, 2D-guided M-mode recordings were made from short-axis views at the level of the
papillary muscles to measure the left ventricular (LV) chamber end-diastolic dimensions,
interventricular septum, and posterior wall thickness. The mean measurements from
several consecutive beats were used for the data analysis. The end-diastolic diameter (EDD)
and end-systolic diameter (EDS) were used to calculate the left ventricular ejection fraction
(LVEF) and the fractional shortening (FS). The LVEF was calculated in percentage according
to the Teicholz formula: (EDD* x 7)/(24 + EDD), and the LV systolic chamber function
was determined from the LV endocardial FS. The FS was calculated in percentage according
to the formula; (EDD—EDS)/EDD, The diastolic function was assessed by the early and
late transmitral peak diastolic flow velocity (E and A waves), and the ratio between E-
waves and A-waves (E/A) was calculated, The images were processed with the Echopack
software v. 201 (General Electric Healthcare, Boston, MA, USA).

The LV mass and infarct size were defined by magnetic resonance imaging (MRI).
Both the LV mass and myocardial deformation parameters such as the radial strain and
circumferential strain were analyzed in basal, medial, and apical short axis slices from
steady state free precession images using a 17-segment model. The MRI study was per-
formed with a Biospec BMT 47 /40 spectrometer (Bruker, Ettlingen, Germany) located at
the NMR Center of the Universidad Complutense of Madrid that was equipped with a
12 em gradient system and connected to a 1025 SAM monitoring and a gating system (SA
Instruments, Inc., New York, NY, USA), as is previously described [5]. The images were
processed with the MEDIS SUITE MR software (Medis Medical Imaging Systems, Leiden,
The Netherlands).

2.3. Morpholegioal and Histological Evaluation

Cardiac tissue samples were dehydrated, embedded in paraffin, and cut in 4 pm thick
sections. The sections were stained with picrosirius red in order to detect collagen fibers.
The area of cardiac interstitial fibrosis was identified as the ratio of interstitial fibrosis or
collagen deposition to the total tissue area after excluding the vessel area from the region
of interest. For each sample, 10 to 15 fields were analyzed with a 40 x objective under trans-
mitted light microscopy (Leica DM 2000; Leica AG, Wetzlar, Germany). The cross-sectional
area was measured in myocytes along the left ventricle (60-80 per animal) with visible nu-
clei, and intact cellular membranes were chosen for the determination of the cross-sectional
area in hematoxylin and eosin staining sections with a 40 x objective under transmitted
light microscopy (Leica DM 2000) in three different sections. A quantitative analysis were
performed using an analysis system (Leica LAS 4.3; Leica AG, Wetzlar, Germany),

2.4. Measurement of Cardine Reactive Oxygen Species (ROS) Levels

For the detection of total superoxide anion (O?") levels, cardiac sections (14 jm)
were incubated with dye dihydroethidium (DHE; 10% M) for 30 min at 37 °C. DHE is
oxidized by superoxide and exhibits red fluorescence. The oxidation products become
highly fluorescent upon binding to nucleic acids. The fluorescent signals were viewed using
a fluorescent laser scanning microscope (40 objective in a Leica DMI 3000 microscope;
Leica AG, Wetzlar, Germany). The quantitative analysis of O*~ production was performed
using an image analyzer (Leica LAS 4.3; Leica AG, Wetzlar, Germany). Three sections
per animal were quantified and averaged for each experimental condition. The mean
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fluorescence densities in the target region were analyzed. The results are expressed as
n-fold increases over the values of the control group in arbitrary units.

2.5. Western Blot Analysis

Total cardiac proteins from the non-infarcted area were separated by SDS-PAGE on
4-15% polyacrylamide gels and transferred to Hybond-c Extra nitrocellulose membranes
(Hybond-P’; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) with the Trans-Blot Turbo Trans-
fer System. Membranes were probed with primary antibodies for activating transcription
factor 4 (ATF4; Proteintech, Rosemont, IL, USA; dilution:1:1000; Ref: 10835-1-AP), activat-
ing transcription factor 6 alpha, (ATF6x; Santa Cruz, Dallas, TX, USA; dilution: 1:250; Ref:
s¢-166659), binding immunoglobulin protein (BIP; BD Biosciences, Madrid, Spain; dilution
1:1000; Ref: 610978), calpain 1 (Abcam, Cambridge, UK; dilution 1:1000; Ref: ab39170),
calreticulin (CALRT; Cambridge, UK; dilution 1:1000; Ref: ab%92516), CCAAT-enhancer-
binding protein homologous protein (CHOP; Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA; dilution 1:500; Ref: #2895), collagen I (Calbiochem, San Diego, CA, USA; dilution
1:1000; Ref: 234167), connective tissue growth factor (CTGF; Sigma-Aldrich, Cambnidge,
UK; dilution 1:1000; Ref: C4871), cyclophilin F (Santa Cruz Biotechnology; Dallas, TX,
USA,; dilution 1:500; Ref: S5c-376061), mitofusin 1 (MFN1, Abcam; Cambridge, UK; dilution
1:1000; Ref: ab126575), transforming growth factor B (TGF f3; Abcam, Cambridge, UK;
dilution 1:500; Ref: ab190503), and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH;
Cell Signaling; dilution: 1:5000; Ref: #5174) as a loading control. The signals were detected
using the ECL system (Millipore, Burlington, MA, USA). Several proteins were analyzed in
the same membrane after a stripping procedure (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA;
Ref: 21063). The results are expressed as n-fold increases over the values of the control
group in arbitrary densitometric units.

2.6. Clinical Study

A cohort of 44 patients admitted to a tertary care center (Hospital Cliraco San Carlos,
Madrid, Spain) with a first episode of acute M1 were studied. MI was defined by “The
Third Universal Definition of Myocardial Infarction” [14]: an increase in the biomarkers
in the presence of ischemia, ST-segment -T wave (5T-T) changes, the appearance of new
Q waves, the identification of alterations in local contraction by imaging techniques, or
intracoronary thrombus detected by angiography. Twenty-four to forty-eight hours after
hospital admission for Ml and 12 months after follow-up, patients underwent transthoracic
echocardiography, and, at the same time, blood samples were collected. The study protocol
was approved by the ethics committee (18/195-E), and all participants signed the informed
consent. The present study was conducted in compliance with the good clinical practice
guidelines and the ethical prinaples stated in the Declaration of Helsinki,

2.7, Cardiac Function

Transthoracic echocardiographic (TTE) images were acquired according to the cavity
quantification guidelines of the American Society of Echocardiography and the European
Society of Cardiovascular Imaging [15]. Conventional TTE planes were obtained, such
as the parasternal long axis, in which the left ventricle (LV) wall thickness was measured
for ventricular mass calculation and classification. In addition, two-chamber (2C), three-
chamber (3C), and four-chamber (4C) apical planes were obtained, and the LV end-diastolic
(EDV) and end-systolic (ESV) volumes were measured.

The LVEF was calculated from the quantification of the LIVEDV and LVESV obtained
in the apical 4C and apical 2C planes using the following formula: LVEF = (LVEDV
= LVESV)/LVEDV. Diastolic function was assessed according to the current guideline
recommendations as well. Diastolic function was assessed by the early and late transmitral
peak diastolic flow velocity (E and A waves), and the ratio between the E-waves and
A-waves (E/A) was calculated. The images were processed with the Echopack software
v.201(General Electric Healthcare, Boston, MA, USA).
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2.8, Myocardial Extracellular Volume Fraction

T1- and T2-weighted sequences were included in the study to detect fate gadolinium
enhancement (LGE) and edema. Quantitative T1 mapping was performed with modified
look-locker inversion-recovery (MOLLI) sequences for the identification and quantification
of the extracellular volume in the affected territory and in the territory remote to the
infarct [16,17]. The analysis of the cardiac MRI images was performed with Medis Suite
MR (Medis Medical Imaging Systems, Leiden, The Netherlands).

2.9. Circulating Plasma Levels of Myeloperoxidase (MPO) and BiP

Circulating MPO and BiP’ levels were measured by sensitive enzyme immunoassays
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; Ref:DY3174 and Abbexa, Cambridge, UK; Ref:
abx251110, respectively) following the instructions of the manufacturers.

2.10. Analysis of Biobank Cardiac Samples. Cardiac Immunohistochemistry of BiP

BiP immunohistochemical staining was measured in LV myocardial tissue obtained
from patients who had suffered Ml (1 = 14) from the Hospital Clinico San Carlos biobank.
Patients that had died from another cause were used as controls (# = 14). Immunostaining
was detected using a rabbit polyclonal antibody (Abcam, Cambridge; UK, dilution 1:100)
in 4 pum heart sections in samples fixed in buffered formaldehyde and paraffin-embedded
using an automated method (Dako Autostainer). After counterstaining with hematoxylin,
slides were dehydrated in ascending concentrations of ethanol and mounted. An external
negative control was included. A blinded staining evaluation was performed by an experi-
enced pathologist who did not have access to the clinicopathological data. For each sample,
25 fields were analyzed with a 20 x objective under a transmitted light microscope (Leica
DM 2000; Leica AG, Wetzlar, Germany), The area of BiP staining was identified as the ratio
of staining to the total tissue area after excluding either the necrotic or vessel areas from the
region of interest. The quantitative analysis was performed using an analysis system (Leica
LAS 43; Leica AG, Wetzlar, Germany). This study was approved by the Medical Ethics
Review Committee of Hospital Clinico San Carlos (21/168-E}.

2.11. Cardiac Collagen Content

Cardiac sections from autopsies from the Hospital Clinico San Carlos biobank were
dehydrated, embedded in paraffin, and cut in 4 um thick sections. The samples were
stained with picrosirius red in order to detect collagen fibers. The area of cardiac interstitial
fibrosis was identified as the ratio of interstitial fibrosis or collagen deposition to the total
tissue area after excluding the vessel area from the region of interest. For each sample,
25 fields were analyzed with a 40 objective under a transmitted light microscope (Leica
DM 2000; Leica AG, Wetzlar, Germany), The quantitative analysis was performed using an
analysis system (Leica LAS 4.3; Leica AG, Wetzlar, Germany).

2.12. Statistical Analysis

Continuous variables are expressed as means + standard deviation (SD). Categorical
variables are expressed in absolute values and percentages. The differences between
categorical variables were analyzed using the chi-square test. The normality of distributions
was verified by means of the Kolmogorov-Smirnov test, In the case of continuous variables,
differences between two groups were analyzed by either an unpaired Student’s f-test test
or a Mann-Whitney test as the parametric and non-parametric tests, respectively. Specific
differences between more groups were analyzed using Kruskall-Wallis tests followed
by Dunn’s test for variables with non-normal distributions. For variables with normal
distributions, a one-way analysis of variance was used followed by a Newman—Keuls test.
Either Pearson or Spearman correlation analyses were used to examine the assodations
among different variables according to whether they were normally distributed. A value of
p < 0,05 was used as the cut-off value for defining statistical significance, The data analysis
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was performed using the statistical programs GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, USA) and
SPSS version 25.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. Results
3.1. Animal Study

Body weight and blood pressure were similar in all groups (Table S1). However,
MI was associated with increases in the cardiomyocyte cross-sectional area (Figure S1A),
relative heart weight (Figure S1B), and left ventricle mass (Figure 1A), suggesting the
presence of cardiac hypertrophy. No significant differences were observed in the thickness
of either the interventricular septum (IVST) or posterior wall (PWT) between the CT and
MI animals (Figure $2A,C). No changes were observed in EDD among any group, although
an increase in ESD was observed in the animals with MI, which was prevented by MitoQ
(Figure S2B,C). M1 rats also showed functional alterations: reductions in the E/ A ratio,
LVEF, and SF (Figures 1B,C and S3). Moreover, infarcted rats showed a reduction in the
circumferential and radial strain (Figure 1D,E). The inhibition of mitochondrial oxidative
stress by MitoQ was able to prevent all these changes without any effect on the size of
the infarcted area (Table S1). The MitoQ treatment did not affect cardiac function or any
other evaluated parameter in the control animals (Figure S4). Therefore, and to simplify
the results, only CT and MI rats treated with vehicle or MitoQ (MI-MQ) will be considered
here.

B C

3 80 b 4

eCT W M A M-MQ

.

s

(%)

8

— i
3_As

LVEF

-‘:JU N U Radial

*EE 4y
Circumferencial

Figure 1. Mitochondrial oxidative stress mediates cardiae structural and functional alterations in
infarcted rats. (A) Left ventnicdle mass; (B) E-wave and A-wave ratio (E/A); (C) left ventricle ejection
fraction (LVEF} and fractional shortening (FS); (D) circumferential and radial straing (E) representative
image depicting myocardial segmentation and data analysis for global circumferential and radial
strain evaluation using feature-tracking CMR imaging in control rats (CT) and rats submitted to
myocardial infarction treated with vehicle (MI) or with the mitochondrial antioxidant MiteQ) (MI-MQ;
S0 myg /kg/day). Bar graphs represent the means = SD of 8-10 animals. * p < 005, ** p < 001,
*** p <0001 vs, CT group. tp <0.05, t1p <001, tH p < 0.001 vs. MI group.
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MI produced an oxidant environment characterized by an increase in superoxide
anion levels (Figure 2A B} that was prevented by MitoQ, supporting the effectiveness of
the treatment (Figure 2A B). In addition, MitoQ was able to prevent the mitochondnal alter-
ations observed in Ml rats, such as the upregulation in mitofusin 1{MFN1) and cyclophilin
F levels (Figure 2C D). Figure S5 shows the original blots corresponding to Figure 2E.
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Figure 2. Effect of a mitochondnal antioxidant on superoxide anion levels and mitochondrial protein
expression in infarcted rats. (A) Quantification of cardiac superoxide anion levels and {B) repre-
sentative microphotographs of cardiac sections labelled with the oxidative dye dihydroethidium
(magnification 40 x ). Protein levels of {C) mitofusin I (MFN1) and (D) cyclophilin F and {E) repre-
sentative blots for protetn expression in cardiac tissue from control rats (CT) and rats submitted to
myocardial infarction treated with vehicle (MI) or with the mitochondrial antioxidant MitoQ (MI1-MQ;
S0 myg/kg/day). Bars graphs represent the means + SD of 8-10 animals, normalized for glycer
aldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), ** p < 0.01, *** p <0.001 vs. CT group, t#p <001,
ttt p <0001 vs. Ml group,

As expected, MI was associated with diffuse fibrosis (Figure 3A B) in the LV, which
was positively correlated with cardiac oxidative stress levels (r = 0.7263; p = 0.0022) and
ameliorated with MitoQ (Figure 3A,B). The hearts from infarcted rats showed an increase in
the protein levels of collagen I, the main component of ECM at the cardiac level. Anincrease
was also observed in the protein levels of the ECM mediators connective tissue growth
factor (CTGF) and transforming growth factor f§ (TCF-p) in MI animals (Figure 3C-E).
I'he upregulation of all these proteins was prevented in the animals treated with MitoQ
(Figure *C-E). Figure S5 shows the original blots corresponding to Figure 3FE

MI was also accompanied by cardiac ER stress activation, as suggested by an increase
in an ER stress marker, BiP (Figure 4A). These levels were associated with those of either
fibrosis (= 0.7022; p = 0.0024) or collagen | (r = 0.7461; p = 0.0014). Complementary analyses
of different pathways involved in ER stress activation revealed (ATF6o, CHOP, and ATF4
(Figure 1B-D) upregulation in the hearts of infarcted animals, Treatment with MitoQ was
able to prevent ER stress activation as well as the increase in ATF6x, CHOP, and ATF4 levels
(Figure 4A-D). Infarcted rats showed increases in the cardiac levels of both calpain 1 and
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CALRT. The MitoQ treatment was only able to prevent the increase in CALRT (Figure 4EF),
Figure 55 shows the original blots corresponding to Figure 4F.
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Figure 3. Mitochondrial oxidative stress mediates cardiac fibrosis in infarcted rats. (A) Quantification
of collagen volume fraction (CVF); (B) representative microphotographs of cardiac sections stained
with picrosirius red (magnification 40 x ), Protein levels of (C) collagen type [ (Col 1), (D) connective
tissue growth factor (CTGF), and (E) transforming growth factor-beta (TGF-f) and (F) representative
blots for protein expression in cardiac tissue from control rats (CT) and rats submitted to myocar-
dial infarction treated with vehicle (M1) or with the mitochondrial antioxidant MitoQ (MI-MQ;
N mg/kg/day). Bars graphs represent the means £ SD of 8-10 animals, normalized for glycer-
aldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001 vs. CT group,
tp <005, t1p <001, +1 p < 0,001 vs. MI group,

3.2, Climecal Study

The mean age of patients was 57.5 + 1(0.1 years, and 92.7% were male. The majority
(95,1%) of patients had associated comorbidities, with the most frequent being overweight
or obesity (78%), hypertension (36.6%), dyslipidemia (36.7%), and diabetes mellitus (22.0%),
Drug treatment for hypertension included angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitors
or angiotensin Il type 1 receptor antagonists, whereas all dyslipidemic patients were on
statins. After the MI, 80 of patients were on beta-blockers, 87.5% were on ACE inhibitors or
angiotensin Il type 1 receptor antagonists, and 100 were on statins and antiplatelet therapy.
All patients underwent a pnimary percutaneous intervention during admission, and a
culprit lesion was treated in all cases with drug-eluting stents. The anterior descending
coronary artery was responsible in 61% of cases. The echocardiography findings of patients
are shown in Table 1 in basal conditions and after a 12-month follow-up. Patients with
MI showed reduced LVEF and E/ A ratio values after hospital admission for MI (Table 1).
No major changes in cardiac function were observed in the 12-month follow-up (Table 1).
However, patients showed reductions in IVST (p = 0.046), PWT (p < 0.0002), and EDD
(pr =0,0458) (Table 1) at 12 months after M1

122



PUBLICACIONES

Antioxidats 2022, 11,1232 Y016
A B C
€3 25 = £ 3 200 ** £3 e
i : i - 4 L om
s 1 ‘r? :3100 “oe, : ** 1t xslw . 2
g i 1 .. 1 - ‘l E oo :l 53 : ~
s * 8 » * B I
" i S M MiMQ @ < i e M MiMQ 5 3 e Ml MI-MQ
' T W Mi-vQ
—
D E F “:u;{__‘__—._.'; e
B G 5_~m et c__mw=wm
g% 200 " t §§ 100 ' e gg **
& e2fe * z el i ) T 1t
5 1 = &35 1501 Cxd 8100 e |2 +-
gi 100] wlen | "o [ 3 §3 100 . 2 ~ . T
50 T2 sof|* E" 3
;E “m W wima %g G S TR TR VT Si ? M MI-MQ

Figure 4. Mitochondrial oxidative stress mediates the cardiac activation of endoplasmic reticulum
stress in infarcted rats. Protein levels of (A) immunoglobin binding protein (BiP); (B) activating
transcription factor 6 alpha (ATF6); (C) CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein
(CHOP); (D) activating transcription factor 4 (ATF4); (E) calpain 1; and (F) calreticulin (CALRT) in
cardisc tissue from control rats (CT) and rats submitted to myocardial infarction treated with vehicle
(MI) or with the mitochondrial antioxidant MitoQ (MI-MQ; 50 mg /kg /day). Bars graphs represent the
means = 5D of 8-10 animals, normalized for glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).
**p <001, *** p <0001 vs, CT group. tp <005, +1 p < 0.01, +H p < 0.001 vs. Ml group.

Table 1. Cardiac function, body mass index, and circulating MO Jevels in M1 patients in basal

conditions and 12-month follow-up.

BASAL FOLLOW-UP
BMI (kg/m?) 287 + 35 281+ 3.0
IVST (mm) 115402 109 4 141
PWT (mm) 10.8 + 1.08 9.8 4+ 101+
EDD (mm) 478 + 45 486 +62°
ESD (mm) 336+ 56 321+79
LVEF (%) 576+ 79 559 + 9.2
EA 096 + 0.34 1.05 4 0.45
ECV (%) 434 £ 159 427+ 127
LV Mass (g) 999 + 155 96.1 + 179
Infarcted Mass (g) 202+ 16.1 15.2 = 10.4
MPO (ng/mL) 410+ 222 754 4+ 565

BN body mass index; IVS T, interventriculr sephum tackness, PWT; postersar wall thickness, EDGD: end-diastolic
diameter; EDS: end-systolic diameter; EVEF: left ventncle ejection function; E/A: E-wave/A-wave mtio; ECV:
extracellular volume fractiony MPO: myeloperoxidase. * p < 0.05;* p < 001 and *** p< (.001 vs. basal period.
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Figure 5A,B illustrate representative native T1 and late gadolinium enhancement (LGE)
imaging, respectively, in patients with acute MIL It can be appreciated that the areas of signal
hyperenhancement in LGE correspond to elevated extracellular volume fractions (ECV).
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Figure 5, (A) A representative image of T1 map with MOLLI sequences of a patient with acute
myocardial infarction; (B) a representative image of LGE quantification. The mean signal intensity
was determined by drawing a region of interest (ROI) ina portion of the normal myocardium, and
for comparison, s threshold technique was performed using 5 SDs above the mean signal intensity
for the normal nulled myocardium. (C) Representative microphotographs of cardiac sections of
BiP® staining from patients with (MI) or without myocardial infarction (CT); (magnification 20x);
(D) quantification of Bil’ staining in cardiac sections from patients with or without myocardial
infarction; (E) representative microphotographs of cardiac sections staining with picrosirius red of
patients with or without myocardial infarction (magnification 40 ). (F) Quantification of collagen
volume fraction (CVF) in cardiac sections of patients with or without myocardial infarction. * p < 0.05,
“* p < 0.001 vs, CT group.

No changes were found in the follow-up in either the myocardial ECV or LV mass
(Table 1), although a significant reduction was observed in the infarcted mass (p = 0.0006).
Interestingly, a marker of oxidative stress, myeloperoxidase (MPO), was increased after
the 12-month follow-up (p = 0.0014). It is noteworthy that patients with BMI > 25 had
higher levels of MPO at follow-up (81.58 & 60.76 vs. 57.51 & 40.62 ng/mlL; p = 0.342)
and significantly lower LVEF relative to patients with BMI < 25 kg/m? (574 + 7.4 vs,
64.7 + 5.4%; p = 0.009). In addition, MPO levels were associated with myocardial ECV in
basal conditions (r = 0.375; p = (1.05), showing the possible relevance of oxidative stress to
ECM production. Circulating BiP? levels were not detected in either the basal conditions or
in the 12-month follow-up.

3.3. Analysis of Biobank Cardiac Samples

Taking into consideration that circulating BiP’ levels were undetected in patients, we
analyzed BiP’ staining in cardiac sections from autopsies obtained from the Hospital Clinico
San Carlos biobank. Most patients were male (57.1% and 71.4% in the control group and
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in the Ml one, respectively; p = 0.4302). There were no significant differences between the
two groups in terms of age (70.9 £ 10.8 vs, 70,0 = 15.4 years; p = 0.8550). In the group
of infarcted patients, five of the patients (35.7%) died in the 48 h after MI, three of the
patients (21.4%) died in the week after of the ischemic event, and 42.8% of the patients (six
of the patients) survived more than 2 weeks after the ML The main cause of death in the
control group was cancer in 50% of the patients, In addition, 31.4% died of non-ischemic
cardiovascular disease, three of them (31.4%) died of pulmonary disease, one died of
pancreatitis, one died of appendicitis, and one died of drowning,

Figure 5C illustrates the representative BiP staining patterns in cardiac autopsies
from the patients with MI and those of control patients. BiP staining was observed in
the cytoplasm of cardiac cells and was over-expressed in all patients that suffered an
MI, except for two patients who showed minimal expression compared with those of the
control group (Figure 5C,D). The hearts from patients that suffered Ml not only showed BiP
overexpression but also high collagen content levels compared with the controls, except
for one who died in the next two hours after suffering the event (Figure 5EF). The BiP
expression and collagen content were associated (r = 0.397; p = 0.0329), indicating the
possible role of ER stress in the development of cardiac fibrosis.

4, Discussion

Our study shows that the administration of the mitochondrial antioxidant MitoQ
prevents the development of cardiac fibrosis and the increase in collagen I, TGF-f, and
CTGF synthesis in rats with ML In addition, circulating MPO levels, a marker of oxidative
stress, were associated with levels of myocardial ECV, a surrogate marker of interstitial
fibrosis, in patients that had suffered their first ML This suggests a role of oxidative stress
in the remodeling triggered by myocardial ischemia. The reduction in fibrosis in infarcted
rats treated with MitoQ was accompanied by a reduction in the ER stress activation, and
these beneficial effects of the mitochondrial antioxidant were reflected by an improvement
in systolic and diastolic function in Ml rats. Moreover, higher levels of myocardial collagen
content wene accompanied by the overexpression of BiP in cardiac tissues from autopsics
of patients that suffered an Ml compared with those who had died from different causes,
supporting the participation of ER stress in the development of cardiac fibrosis in the
context of myocardial ischemia, Thus, mitochondnal oxidative stress emerges as one of
the factors involved in the cardiovascular remodeling associated with myocardial sschemia
through the activation of ER stress,

Myocardial fibrosis is a common feature shared by different insults, including my-
ocardial ischemia, which facilitates the development of heart failure by causing contractile
dysfunction and arrhythmogenicity [15]. Different studies have shown that a higher degree
of fibrosis and lesion size are associated with shorter long-term survival in patients with
heart failure and other cardiac pathologies [19,20]. Our data show that patients with acute
MI presented with more than 40% of the myocardium occupied by fibrosis, which was
accompanied by a reduction in cardiac function. Patients showed some improvement
in LV structural changes after the 12-month follow-up, However, neither the ECV nor
the cardiac function had significantly improved. These results confirm the relevance of
myocardial fibrosis in cardiac function and make it essential to try to reduce the excessive
ECM accumulation observed in MI. Twenty percent of the LV was occupied by a necrotic
scar in the first days after the event, which was reduced in the 12-month follow-up and
could be due to the edema that appears abruptly a few hours after reperfusion [21].

Elevated levels of MPO are predictors of coronary artery disease [22] and the risk of
MI [23], This predictive value is explained through its inflammatory and oxidative actions,
reducing the antioxidant defenses. MPO leads to alterations in the redox balance through
reductions in antioxidant levels, including those of glutathione [24]. The fact that MPO
levels were associated with ECV, a surrogate marker of myocardial diffuse fibrosis [25],
suggests the potential role of oxidative stress in the interstitial fibrosis after myocardial
ischemia. This suggestion was confirmed in the experimental setting since treatment
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with a mitochondrial antioxidant was able to blunt the development of diffuse fibrosis in
infarcted rats, Similarly, other preclinical studies have suggested cardioprotective actions
of antioxidants, not only in the context of MI but also in the context of obesity [26,27],
However, this beneficial effect has not been clearly supported in the clinical setting, even
when data implying the negative association between the oxidative stress balance and
LVEF function in patients with heart failure have been reported [24].

In response to ischemia, the myocardium generates ROS, especially after reperfu-
sion [29) with cardiac myocytes and with endothelial cells and neutrophils being the main
cells nvolved in the ROS production through several sourvces, including mitochondria [30],
Oxidative stress may induce permeability transition pore (mPTP) expression and can conse-
quently trigger mitochondrial permeability. This can amplify ROS production by damaging
the surrounding mitochondria and finally cause cellular injury [31]. Our data fit into this
scenario because infarcted rats showed parallel increases in oxidative stress and cyclophilin
F levels, which play an essential regulatory role in pore opening [32]. In this sense, it has
been described that cyclophilin F levels increase in an ROS-dependent manner [33], thereby
generating mitochondrial alterations. MEN1 is involved in mitochondrial fusion and, in
consequence, in mitochondrial morphology. Previous studies have observed an increase
in MFN1 and alterations in its activity in MI and heart failure [34,35]. The cardiac genetic
depletion of MFN 1 has shown beneficial effects in Ml by attenuation of Ca?* overload and
oxidative stress [35]. The MitoQ treatment was able to prevent the increase in cyclophilin F
and also the increase in MFN1 protein levels observed in infarcted animals. This supports a
reduction in this compensatory mechanism to maintain energetically effective mitochondria
in order to ensure cellular homeostasis [36]. MitoQ was able to reduce diffuse fibrosis in
rats with MI, which can explain the improvement in diastolic function since a reduced
relaxing capability of the heart can increase its filling pressure and contribute to diastolic
dysfunction. In addition, MitoQ was able to improve systolic function, as supported by
improvements in LVEF, SF, and the circumferential and radial strains, the latter being more
sensitive markers of LV function [37]. All these beneficial effects occurred without affecting
the infarct size,

Excessive ROS production shifts their regulatory role to a deleterious one. This
involves the activation of different mediators, such as TGF-f3 [38], which plays a central role
in ECM production through mechanisms that also involve ROS: the activation of fibroblasts
to myofibroblasts, with more capacity of ECM production [39] or a reduction in ECM
degradation [35]. In agreement, we observed an upregulation of TGF-f and of its down-
stream effector, CTCF, in rats with M1, which was prevented inanimals treated with MitoQ.
A similar increase in the cardiac levels of both fibrotic mediators was previously reported
in this context [40]. Excessive ROS generation, a consequence of an impaired mitochondrial
function, perturbs protein folding, resulting in ER stress activation [10]. This can facilitate
the development of cardiac fibrosis observed in infarcted rats, This notion is based on the
fact that the decrease in oxidative stress levels observed in infarcted MitoQ-treated rats was
accompanied by a reduction in both cardiac ER stress activation and fibrosis. Moreover, Bil,
a marker of ER stress, was associated with both total fibrosis and collagen 1 contents in the
hearts of infarcted rats. The role of ER stress in the development of fibrosis in the context of
myocardial ischemia is further supported by the fact that infarcted hearts showed higher
BiP expression than those from patients who died from another cause. Furthermore, the
higher BiP expression observed in the cardiac autopsies of M1 patients was accompanied
by higher collagen levels. In agreement with this, previous studies have reported that ER
stress modulation is accompanied by a reduction in cardiac fibrosis in several models of
cardiac damage [13,41]. Fibroblasts seem to be the main cell involved in BiP overexpression
in infarcted hearts [42]. Our data also suggest that ATF6ix could be one of the pathways
involved in the ER modulation of the cardiac fibrosis observed in infarcted rats, a role
reported in other pathological contexts [41,43]. In fact, we observed in cardiofibroblasts that
the collagen synthesis induced by angiotensin Il was accompanied by an overexpression of
ATF6ex, which was prevented by the ER stress inhibitor 4-phenylbutyric acid [13].
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Our data also showed an overexpression of ATF4 and CHOP down-stream of the
PERK pathway in the hearts of infarcted animals, which was reduced in MitoQ-treated
animals. ATF4 promotes the expression of CHOP [44], which can play an important role in
ER-stress-induced apoptosis in cardiac cells in different pathological contexts [45] through
the suppression of the survival protein Bcl2 [46]. However, a potential role in cardiac
fibrosis has also been suggested [47]. The beneficial effects of MitoQ on ER stress activation
are also reflected in CALRT protein levels, CALRT is one of the Ca?*-binding ER chaperones
that is upregulated in response to ER stress in the heart [18]. It has been reported that its
expression is upregulated during ER stress activation in cardiomyocytes, thus promoting
cardiomyopathy, arrhythmia, and the development of heart failure [49]. This can stimulate
ECM accumulation through different mechanisms, including the modulation of TGF-f
actions [50]. In addition, CALRT can mediate ER-stress-induced apoptosis and hypertrophy,
which can play a role in cardiac remodeling in the context of myocardial ischemia [45,51].

Our data show that MitoQ was unable to normalize calpain 1 levels, a Ca®* dependent
protease present in the cytosol and mitochondria, which contributes to protein processing
and degradation. Its expression is enhanced under pathological conditions associate with
Ca®* overload, including MI, thereby contributing to cardiac injury [52,53] during ischemic
conditions [54]. Calpain 1 activation is involved in different processes that occur in response
to myocardial ischemia, including cytoskeletal remodeling, cell-cell adhesion disassem-
bly, and cardiomyocyte death [55]. Its overexpression promotes impaired mitochondrial
function, apoptosis, and pathological remodeling, whereas its inhibition has been shown to
promote beneficial effects in MI [52,53].

5. Conclusions

In summary, we have demonstrated that the cardiac functional alterations, remodel-
ing, and fibrosis observed atter Ml were accompanied by oxidative stress and ER stress
activation in rats. The inhibition of mitochondrial oxidative stress with MitoQ prevented
all these alterations. In the clinical context, we have found an association between ECV and
the plasma levels of a marker of oxidative stress, MPO. Moreover, an association between
markers of ER stress and fibrosis was found in sections of infarcted hearts from patients.
All these data suggest that ER stress activation can mediate, at least in part, the role of
oxidative stress in the remodeling that occurs after MI by facilitating the development of
diffuse cardiac fibrosis.

6. Limitations

Some limitations of the present study deserve to be briefly mentioned. We were unable
to measure circulating BiP levels in patients that suffered their first MI. Therefore, the lack
of evaluation of the possible association with myocardial fibrosis and cardiac function as
well as how they follow-up one year later represents a limitation of our study. However,
the samples obtained from autopsies demonstrated that cardiac BiP levels were higher in
patients that had suffered an MI than those who had not. Moreover, the BiP’ levels were
associated with myocardial fibrosis, supporting the role of ER stress in the development of
myocardial fibrosis in the context of M. Although we measured radial and circumferential
strain in the experimental study, the lack of data regarding longitudinal strain (due to the
lack of specific images) represents a limitation of the study since these data could help to
have more comprehensive information about cardiac mechanics and function,

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at https:/
wiww.mdplcom/article /10 3390/ antion1 1071232 /51, Table S1: Body weight, systolic blood pressure
(SBP), and mfarct size in control rats (CT) and rats submitted to myocardial infarction treated with ve-
hicle (MI) or with the mitochondrial antioxidant MitoQ (MI-MQ; 50 mg /kg /day); Figures S1 and 52
Mitochondrial oxidative stress mediates cardiac structural alterations in infarcted rats; Figure S3:
Representative pulsed tissue Doppler image tracing obtained from the basal interventricular sep-
tum along the longitudinal axis from the left parasternal four-chamber view pulsed wave (PW)
Doppler spectral display shows E-waves as well as end-diastolic A-waves of rats submitted to my-
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S0 mg/kg/day); Figure S4: Mitochondrial oxddative stress mediates cardiac structural and functional
alterations in infarcted rats; Figure S5: Original blots corresponding to (A) Figure 2; (B) Figure 3; and
(C) Figure 4.
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1. supplemental table
5 supplemental figures

Table S1. Body weight, systolic blood pressure (SBP) and infarct size in control rats (CT) and rats
submitted to myocardial infarction treated with vehicle (MI) or with the mitochondnal antioxidant
MitoQ (MI-MQ; 50 mg/Kg/day).

CcT - MI MI-MQ

Body weight (g) 389.9:9.6 394.849.7 380.849.4
SBP (mmHg) 128 4422 132.541.1 128.7+1.9
Infarct size/LV mass (%) - 25.2411.7 321149
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Figure S1. Mitochondrial oxidative stress mediates cardiac structural alterations n mntarcted rats.
(A) cardiomyocyte cross-sectional area; (B) relative heart weight expressed by body weight (b.w) in
control rats (CT) and rats submitted to myocardial infarction treated with vehucle (MI) or with the
mitochondrial antioxidant MitoQ (MI-MQ; 50 mg/Kg/day). Bars graphs represent the mean + SD
of 8-10 anamals. **p<0.01, **“*p<0.001 vs. CT group. tp<0.05, t11 p<0.001 vs. Ml group.
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Figure S2. Mitochondrial oxidative stress mediates cardiac structural alterations in infarcted rats
{A) interventricular septum end-diastolic thickness (IVST) and posterior wall end-diastolic thick-
ness (PWT); (B) end-diastolic diameter (EDD) and end- systolic diumeter (ESD); (C) Representative
echocardiographic images in M-mode on right parastemal short axis in control rats (CT) and rats
submitted to myocardial infarction treated with vehucle (MI) or with the mstochondnal antioxidant
MitoQ (MI-MQ: 50 mg/Kg/day). Bars graphs represent the mean + SD of 8-10 animals. **p<0.01 vs
CT group; H p<0.01 vs. Ml group
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Figure $4. Representative pulsed tissue Doppler image tracing obtained from the basal interventric
ular septum along the longitudinal axis from the left parastemal 4-chamber view pulsed wave (PW)
Doppler spectral display shows an E-wave, as well as an end-diastolic A-wave of rats submitted to
myocardial infarction treated with vehicle (MI) or with the mitochondnial antioxidant MitoQ (MI-
MQ; 200 uM50 mg/Kg/day)
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Figure $4. Mitochondrial oxidative stress mediates cardiac structural and functional alterations in
intarcted rats. (A) lef ventricle mass; (B) relative heart weight; (C) lett ventricle ejection fraction (EF)
and (D) E-wave and A- wave ratio (E/A) in control rats (CT) and rats submitted to myocardial in-
farction treated with vehicle (MI) or with the mitochondnal antioxddant MitoQ (MQ and MI-MQ;
50 mg/Kg/day, respectively). Bar graphs represent the mean + SD of 7-10 animals, “p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001 vs. CT group. 1p<0.05, ++f p<0.001 vs. MI group.
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Trabajo n° 3 (no publicado): The role of mitochondrial
oxidative stress in cardiac damage induced by obesity

associated with myocardial infarction in rats.
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The role of mitochondrial oxidative stress in cardiac damage induced
by obesity associated with myocardial infarction in rats.

ABSTRACT

We have evaluated the role of mitochondrial oxidative stress and its
association with endoplasmic reticulum (ER) stress activation in cardiac
damage in the context of obesity associated with myocardial infarction (MI).
Male Wistar rats were fed either a standard diet (3.5% fat, CT) or a high-fat
diet (HFD, 35% fat) for 10 weeks. Myocardial infarction was induced by ligation
of the left anterior descending coronary artery 6 weeks after the start of the
diet. Animals were treated with vehicle or the mitochondrial antioxidant MitoQ
(200 uM) in the drinking water after Ml for an additional 4 weeks. The infarcted-
obese animals presented an increase in body weight and adiposity index that
was accompanied by an increase in the relative weight of the heart and the
mass of the left ventricle (LV). Treatment with MitoQ reduced, but did not
normalize body weight, however was not able to prevent the alterations in
cardiac mass or in infarct size. However, MitoQ normalized LV ejection fraction
(LVEF%) and E/A ratio, which were decreased in infarcted-obese rats.
Infarcted-obese animals presented cardiac fibrosis accompanied by increased
levels of extracellular matrix proteins and profibrotic mediators. These
alterations were associated with ER stress activation characterized by
enhanced levels of immunoglobulin binding protein (BiP), activating
transcription factor 6 alpha (ATF6a), activating transcription factor 4 (ATF4),
CCAAT-enhancer-binding homologous protein (CHOP) and with mitochondrial
damage. The mitochondrial antioxidant (MitoQ) prevented all of these
alterations. Tunicamycin, an ER stress activator, altered the contractility in
isolated rat cardiomyocytes that was prevented by treatment with the
mitochondrial antioxidant (MitoTempo). The data suggest that mitochondrial
oxidative stress and ER stress participates in the cardiac consequences
induced by obesity associated with myocardial infarction.
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1. INTRODUCTION

Cardiovascular diseases are the main worldwide cause of death, with the
myocardial infarction (MI) being the most prevalent disease. The prevalence
of MI has been increasing in the last decades due to the parallel increase of
different risk factors including obesity. Different studies have evaluated the
mechanisms involved in the cardiac alterations associated with Ml and obesity.
Nevertheless, independently, a larger number of patients with Ml are obese.
Until now, there have not been studies that have evaluated if the presence of
obesity can affect the detrimental cardiac consequences induced by MI being
mandatory to study this complex scenario.

Several alterations have been described in Ml and obesity, such as cardiac
remodeling and left ventricular hypertrophy, which can finally lead to systolic
and/or diastolic dysfunction that could promote heart failure. Cardiac fibrosis
is a common feature in both pathologies, which is defined by the imbalance
between production and degradation of extracellular matrix components
(ECM), with the main component of ECM being collagen type | M. Fibrosis can
produce an aberrant remodeling that triggers functional alterations by reducing
the relaxing capability of the heart, which can turn into an increase in its filling
pressure and contribute to diastolic dysfunction @. In this sense, fibrosis
promotes tissue stiffness that facilitates ventricular dysfunction. A variety of
factors has been suggested as potential mediators of cardiac fibrosis and
cardiac damage in the context of obesity or Ml @ 4 5 8 including oxidative
stress (-8 9.10) Mitochondria are the main source of reactive oxygen species
(ROS) in the cell through oxidative phosphorylation (OXPHOS) during the
process of ATP synthesis @Y. In normal conditions, ROS levels in the
mitochondria are balanced by an effective antioxidant defense. However, an
excessive production of ROS can affect mitochondrial function and could lead

to functional alterations of the heart 1213, In this line, some data have reported
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the relevance of mitochondrial oxidative stress in the development of not only
cardiac fibrosis, but also of metabolic alterations in diet-induced obese rats #
15 as well as in rats subjected to myocardial ischemia 9. In recent studies
from our laboratory, we have demonstrated the beneficial effects of the
treatment with a mitochondrial antioxidant, MitoQ, on the development of
cardiac fibrosis and functional alterations in an animal model of obesity (-8 or
in Ml ©. These effects seem to be mediated, at least in part, through the
inhibition of endoplasmic reticulum (ER) stress activation in MitoQ-treated
animals. ER stress is a situation promoted by an accumulation of unfolded /
misfolded proteins within the lumen of ER, which could trigger inflammatory
and apoptotic processes and tissue injury. Mitochondria are connected with
ER through structural domains known as mitochondria-associated ER
membranes (MAMSs). Under pathological conditions such as obesity or Ml,
mitochondria become dysfunctional increasing ROS, which promotes ER
stress activation and being characterized by an increase in molecular markers
such as immunoglobulin binding protein (BiP) and the activation of different

pathways.

In this context, the objective of this study was to evaluate the role of
mitochondrial oxidative stress in the cardiac alterations observed in a
pathological context in which obesity and MI are concomitant. Therefore, we
have evaluated if the treatment with a mitochondrial antioxidant was able to
ameliorate the cardiac consequences of MI in an animal model with
established cardiac damage induced by obesity. In addition, we have
evaluated the crosstalk between mitochondrial oxidative stress and ER

activation and its role in cardiomyocyte contractility.
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2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Experimental design and animals.

Male Wistar rats of 150 g (Envigo, Barcelona, Spain) were fed either a high fat
diet (HFD, 35% fat; Envigo Teklad no. TD.03307, Haslett, MIl, USA; n=18) or a
standard diet (CT, 3.5% fat; Envigo Teklad no.TD.2014, Haslett, Ml, USA;
n=16) for a period of 10 weeks. In the sixth week, and once the differences in
the body weight were observed, Ml was induced in HFD animals by ligation of
the left anterior descendent (LAD) coronary artery, as previously described ().
Animals from control group (CT) were subjected to SHAM operation (the same
surgical procedure, except that the suture passing through the LAD was not
fastened). The mitochondrial antioxidant MitoQ (50 mg/kg/day, equivalent to
200 puM) was administered to half of the animals of each group in the drinking
water for 4 weeks after LAD. The dose of MitoQ was based on previous studies
@ 17, MitoQ was provided by MP Murphy from Medical Research Council
Mitochondrial Biology Unit, Cambridge BioMedical Campus, Cambridge, UK.
Body weight, systolic blood pressure (SBP) and cardiac structure and function
were measured at the end of the evolution period. SBP was estimated using a
tail-cuff plethysmograph (Narco Bio-Systems) in unrestrained rats. Animals
were sacrificed by decapitation. The heart and different fat pads (epididymal,
lumbar, and mesenteric adipose tissue) were dissected. The adiposity index
was calculated by the following formula: sum of fat pads(g) / [(body weight(g)-
fat pad weight(g)x100].

The Animal Care and Use Committee of Universidad Complutense de Madrid
and Direccion General de Medio Ambiente, Comunidad de Madrid, Spain

approved all experimental procedures (PROEX 121/18).
2.2 Cardiac structure and function.

Cardiac structure and function were evaluated by transthoracic
echocardiography with a Vivid-l (General Electric Healthcare, Boston, MA,
USA) connected to a 12-MHz linear transducer and by magnetic resonance
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imaging (NMR) study. 2D-guided M-mode recordings were made from short-
axis views to measure left ventricular (LV) chamber dimensions,

interventricular septum and posterior wall thickness.

Diastolic function was assessed by early and late transmitral peak diastolic
flow velocity (E and A waves) and ratio between E-waves and A-wave (E/A)
was calculated. The images were processed with the software MASS (Medis
Medical Imaging Systems, Best, Norway). End-diastolic diameter (EDD) and
end-systolic diameter (EDS) were used to calculate the left ventricular ejection
fraction (LVEF) according to the Teicholz Formula: (EDD? x 7) / (2.4 + EDD)

in percentage.

Infarct size and LV mass were defined by magnetic resonance imaging (NMR)
study. Infarct size was measured by late gadolinium enhancement. It was
performed with a Biospec BMT 47/40 spectrometer (Bruker, Ettlingen,
Germany), located at the NMR Center of the Universidad Complutense of
Madrid, equipped with a 12-cm gradient system, and connected to a 1025 SAM
monitoring and a gating system (SA Instruments, Inc., New York, USA), as is
previously described 6. The images were processed with the MEDIS SUITE
MR software (Medis Medical Imaging Systems, Leiden, The Netherlands).

2.3 Histological analysis.

Cardiac tissue samples were dehydrated, embedded in paraffin, and cut in 4
pm-thick sections. Sections were stained with picrosirius red to detect collagen
fibers. The area of cardiac interstitial fibrosis was identified as the ratio of
interstitial fibrosis or collagen deposition into the total tissue area after
excluding the vessel area from the region of interest. For each sample, 10 to
15 fields were analyzed with a 40X objective under transmitted light
microscopy (Leica DM 2000; Leica AG, Germany). Quantitative analysis was

performed using an analysis system (Leica LAS 4.3).
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2.4 Western blot.

Total cardiac proteins (40ug) from the non-infarcted area were separated by
SDS-PAGE on 4-15% polyacrylamide gels (Criterion TGX Precast Gels,
BioRad) and transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad, Richmond,
CA) with the Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Richmond, CA).
Membranes were probed with primary antibodies for 4-hydroxynonenal
(4HNE, Abcam; Cambridge, UK; dilution 1:250; Ref: ab243070), activating
transcription factor 4 (ATF4; Proteintech, Rosemont, IL, USA, dilution: 1:1000;
Ref: 10835-1-AP), activating transcription factor 6 alpha (ATF6a; Santa Cruz,
Texas, USA; dilution 1:250; Ref: sc-166659), CCAAT-enhancer-binding
protein  homologous protein (CHOP; Cell Signaling Technology,
Massachusetts, USA,; dilution 1:500; Ref: #2895), collagen | (Calbiochem,
California, USA; dilution 1:500; Ref: 234167), connective tissue growth factor
(CTGF; Sigma-Aldrich, Missouri, USA; dilution 1:1000; Ref: C4871),
cyclophilin F (cycloF, Santa Cruz Biotechnology; Dallas, TX, USA, dilution
1:500; Ref: Sc-376061), cytochrome C (CytoC, Abcam; Cambridge, UK;
dilution 1:500; Ref: ab133504), fumarase (FH; Santa Cruz Biotechnology;
Dallas, TX, USA; dilution 1:1000; Ref: sc-393992), immunoglobulin binding
protein (BiP; BD Biosciences, Madrid, Spain; dilution 1:1500; Ref: 610978),
mitofusin 1 (MFN1, Abcam; Cambridge, UK; dilution 1:1000; Ref: ab126575)
protein disulfide-isomerase A6 (PDIAG; Abcam plc, Cambridge, UK; dilution
1:1000; Ref: ab154820), transforming growth factor-B (TGF-B; Abcam plc,
Cambridge, UK; dilution 1:250; Ref: ab190503) and GAPDH (Sigma-Aldrich;
dilution 1:5000; Ref: #5174) as loading control. Signals were detected using
the ECL system (Millipore, Massachusetts, USA). Results are expressed as
an n-fold increase over the values of the control group in densitometric

arbitrary units.
2.5 Study of contractility cellular in cardiomyocyte.

Cardiac tissue was removed from 1 to 3-day-old Wistar rats, as previously
described @8).In brief, the collagenase type Il enzyme was used in order to
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digest the heart tissue. Isolated neonatal rat cardiomyocytes were
resuspended in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin, and 100 ug/ml
streptomycin, and replated in 75-cm? flasks for 2 hours. The cells were then
plated into culture dishes and incubated at 37°C in a 95% sterile air and 5%
CO:z incubator. One day after plating, cells were rinsed with DMEM plus serum
and fed for another 48 hours with regular culture medium, now including 20
Mg/ml  cytosine-D-arabinofuranoside in order to inhibit the growth of
noncardiomyocytes. The cultured cells were used in experiments on the fourth
day of culture. Cells were treated with the ER stress inducer, tunicamycin
(100nM), for 24 hours in the presence or absence of the mitochondrial

antioxidant, MitoTiempo (10uM).

A high-speed digital CMOS camera (SILICON VIDEO ® 642M, EPIX, Inc) was
coupled to a Nikon Eclipse Ti-E inverted microscope, brightfield microscopy,
containing a 40x objective (Nikon Japan, 0.55 numerical aperture and 2.1mm
working distance). In the microscope stage, an incubator (model ChamlidelC-
CU: 109, Live Cell Instrument, Nowan-gu, Korea) was added to maintain
uniform temperature (37°C), humidity (60%) and CO:2 (5%). The image
sequence was recorded at 100 frames per second (fps) over 15s, with a
resolution of 640x480 pixels. The image pixel size was 0.25 ym/pixel with a
depth of 8 bits. To detect cell contraction movement, we used the Dense
Optical Flow methodology, which is based on the principles of optical flow to
detect the movement of all points between a pair of images. Images were
analyzed using CONTRACTIONWAVE software (v1.0) as it is previously
described 19, The cellular contractility parameters evaluated are represented
in (Figure S1).

2.6. Cell viability by resazurin reduction.

To investigate the cell viability after treatment with tunicamycin (TUN), the
resazurin reduction method was used employing the Alamar Blue reagent
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA. Ref: DAL 1100), following
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fabricant instructions. Briefly, neonatal cardiomyocytes were treated with TUN
(100, 300 and 600 nM) for 24 hours in 96 well microplate, followed by the
addition of 10% of the Alamar Blue reagent for 4 hours. Fluorescence was
measured in a microplate reader using the Cytation 5 Cell Imaging (Biotek)

using an excitation of 530nm and an emission of 590 nm.
2.7. Statistical analysis.

Variables are expressed as mean = SEM. Normality of distributions was
verified by means of the Kolmogorov—-Smirnov test. Differences were analyzed
using one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test. A value of P<0.05
was used as the cutoff value for defining statistical significance. Data analysis
was performed using the statistical program GraphPad Prism 8 (San Diego,
CA, USA).

3. RESULTS

3.1. Effects of mitochondrial oxidative stress on body weight and adiposity

index, in myocardial infarcted-obese rats.

Animals fed a high-fat diet and with MI (HFD+MI) showed a significant increase
in body weight (Figure 1A) and in the adiposity index (Figure 1B) as compared
to the CT group. The administration of MitoQ reduced the increase in body
weight in HFD+MI+MQ animals, although it was not able to reach those values
observed in the CT group. MitoQ was unable to prevent the increase in
adiposity index observed in HFD+MI animals (Figure 1B).
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Figure 1: Effects of mitochondrial oxidative stress on body weight and adiposity index
in myocardial infarcted-obese rats. (A) Body weight and (B) adiposity index in rats fed a
standard diet (CT) or high-fat diet with myocardial infarction (HFD+MI) treated or not with the
mitochondrial antioxidant MitoQ (MQ; 200 uM). Bar graphs represent the mean + SEM of 7-9
animals per group *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs. CT; 1p<0.05 vs. HFD+MI.

3.2 Effects of mitochondrial antioxidant on cardiac structural and functional
alterations in myocardial infarcted-obese rats.

Myocardial infarcted-obese rats showed an increase in the relative heart
weight (Figure 2A) and in LV mass (Figure 2B) without affecting the
intraventricular septum and posterior wall thickness (Figure 2C), suggesting
the presence of cardiac hypertrophy. The treatment with the mitochondrial
antioxidant (MitoQ) was not able to prevent these alterations (Figure 2A-B).
Moreover, HFD+MI rats showed a decrease in LVEF (Figure 2D) and in the
E/A ratio (Figure 2E), indicating a decrease in systolic and diastolic function,

respectively. The inhibition of mitochondrial oxidative stress by MitoQ was able
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to prevent these alterations in cardiac function in HFD+MI animals (Figure 2D-
E).
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Figure 2: The role of mitochondrial oxidative stress in cardiac structural and functional
alterations in infarcted-obese rats. (A) Relative heart weight normalized by tibial length; (B)
left ventricle (LV) mass; (C) interventricular septum (IVST) and posterior wall thickness (PWT);
(D) Left ventricular ejection fraction (LVEF) and (E) E/A ratio in rats fed a standard diet (CT)
or high-fat diet with myocardial infarction (HFD+MI) treated or not with the mitochondrial
antioxidant MitoQ (MQ; 200 uM). Bar graphs represent the mean + SEM of 7-9 animals per
group. **p<0.01; **p<0.001 vs. CT; p<0.05; 11p<0.01 vs. HFD+MI.

Infarcted-obese rats showed an increase in ESD without alterations in EDD
(Table 1). MitoQ treatment was not able to prevent this change, nor the infarct
size in infarcted-obese rats (Table 1). Independently from the presence of
obesity, MI did not change systolic blood pressure (SBP). Only a slight
decrease in SBP in the MQ group has been observed (Table 1).
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Table 1: Effects of mitochondrial oxidative stress on cardiac parameters

and systolic blood pressure in infarcted-obese rats.

CT HED+MI HFD+MI+MQ MQ
ESD (cm) 0,361 + 0,020 0,466 + 0,018 * 0,520 + 0,046 ** 0,429 £ 0,015
0,670 + 0,021 0,708 + 0,019 0,727 + 0,038 0,611 £ 0,020
EDD (cm)
Infarct size/LV - 245+29 21,5+ 3,0 -
mass (%)
1273+ 24 1281 +£2,7 1270+ 2,5 1171+£28%*
SBP (mmHg)

Systolic blood pressure (SBP), left ventricular end-systolic diameter (ESD), left ventricular-end
diastolic diameter (EDD) in rats fed a standard diet (CT) or high-fat diet with MI (HFD+MI)
treated or not with mitochondrial antioxidant MitoQ (MQ; 200 uM). Data values represents the

mean + SEM of 7-9 animals per group. *p<0.05; **p<0.01 vs. CT.

3.3 Effects of MitoQ treatment on cardiac oxidative stress in myocardial

infarcted-obese rats.

Myocardial ischemia in the context of obesity produced an oxidative
environment in the heart, characterized by increased protein levels of 4-
hydroxynonenal (4HNE), a major end-product of lipid peroxidation, in HFD+MI
animals (Figure 3A). MitoQ was able to prevent the increase of 4HNE,
supporting the effectiveness of the treatment. No major changes were
observed in fumarase protein levels in infarcted-obese animals as compared
with controls. However, MitoQ treatment was able to reduce these levels
(Figure 3B).
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Figure 3: Effects of MitoQ treatment on oxidative stress induced by obesity associated
with MI. Protein levels of (A) 4-hydroxynonenal (4HNE) and (B) fumarase in the heart of rats
fed a standard diet (CT) or high-fat diet with myocardial infarction (HFD+MI) treated or not with
the mitochondrial antioxidant MitoQ (MQ; 200 uM). Bar graphs represent the mean + SEM of
6-10 animals per group. **p<0.01 vs. CT; +1p<0.01 vs. HFD+MI.

3.4 The role of mitochondrial oxidative stress on myocardial fibrosis in

infarcted-obese rats.

Infarcted-obese rats showed interstitial cardiac fibrosis, characterized by an
increase in collagen volume fraction (CVF) that was reduced by MitoQ
treatment (Figure 4A-B). Furthermore, it was also observed in the heart of
HFD+MI animals an increase in collagen | protein levels (Figure 4C), and the
profibrotic mediators TGF-B (Figure 4D) and CTGF (Figure 4E). The inhibition
of mitochondrial oxidative stress by MitoQ was able to prevent all of these

changes (Figure 4C-E).
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Figure 4: The role of mitochondrial oxidative stress on myocardial fibrosis induced by
obesity associated with MI. (A) collagen volume fraction (CVF); (B) representative
microphotographs of heart sections staining with picrosirius red (magnification: 40X; scale bar:
50pm). Protein levels of (C) collagen type | (Col I); (D) transforming growth factor § (TGF-B);
(E) connective tissue growth factor (CTGF) in the heart of rats fed a standard diet (CT) or high-
fat diet with myocardial infarction (HFD+MI) treated or not with the mitochondrial antioxidant
MitoQ (MQ; 200 uM). Bar graphs represent the mean + SEM of 6-10 animals per group.
**p<0.01; **p<0.001 vs. CT; 11p<0.01; {11p<0.001 vs. HFD+MI.

3.5 Mitochondrial oxidative stress mediates endoplasmic reticulum stress

activation in the heart of infarcted-obese rats.

Infarcted-obese rats presented activation of ER stress at cardiac level. This
activation was characterized by an increase in protein levels of the main ER
stress marker, the chaperone BiP (Figure 5A) without changes in PDIAG levels,

another ER stress marker (Figure 5B). In addition, HFD+MI animals presented
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activation of different pathways involved in the unfolded protein response, such
as ATF6a (Figure 5C), ATF4 (Figure 5D) and CHOP (Figure 5E). These
increased levels were normalized with treatment by MitoQ, confirming the
participation of mitochondrial oxidative stress in the ER stress activation in this

pathological context.
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Figure 5: Mitochondrial oxidative stress mediates cardiac endoplasmic reticulum stress
activation in infarcted-obese rats. Protein levels of (A) Immunoglobulin binding protein
(BiP); (B) protein disulfide isomerase family A member 6 (PDIAG); (C) activating transcription
factor 6 alpha (ATF6a); (D) activating Transcription Factor 4; (E) CCAAT-enhancer-binding
protein homologous protein (CHOP) in the heart of rats fed a standard diet (CT) or high-fat
diet with myocardial infarction (HFD+MI) treated or not with the mitochondrial antioxidant
MitoQ (MQ; 200 puM). Bar graphs represent the mean £ SEM of 6-10 animals per group.
**p<0.01; **p<0.001 vs. CT; {1p<0.01; +11p<0.001 vs. HFD+MI.
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3.6 Mitochondrial oxidative stress participates in cardiac mitochondrial

damage induced by obesity associated with MI.

Considering that mitochondrial dysfunction plays a central role in a wide variety
of cardiac disorders, including obesity and MI we decided to assess the levels
of proteins involved in different mitochondrial functions. HFD+MI animals
showed an increase in protein levels of MFN1, which is involved in the
mitochondrial fusion process (Figure 6A) and cyclophilin F, which is involved
in the induction of the opening of the mitochondrial permeability transition
pores (MPTP) (Figure 6B). These higher levels were prevented by the MitoQ
treatment (Figure 6A-B), showing the participation of mitochondrial oxidative
stress in mitochondrial damage in this pathological context. No changes were

observed in CytoC protein levels (Figure 6C).
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Figure 6: Mitochondrial oxidative stress participates on cardiac mitochondrial damage
induced by obesity associated with MI. Protein levels of (A) mitofusin 1; (B) cyclophilin F
and (C) cytochrome C (CytoC) in the heart of rats fed a standard diet (CT) or high-fat diet with
myocardial infarction (HFD+MI) treated or not with the mitochondrial antioxidant MitoQ (MQ;
200 uM). Bar graphs represent the mean + SEM of 6-10 animals per group. **p<0.01;
***n<0.001 vs. CT; 11p<0.001 vs. HFD+MI.
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3.7 Role of mitochondrial oxidative stress and endoplasmic reticulum stress

activation in cell contractility of isolated cardiac myocytes.

In order to know the possible effects of mitochondrial oxidative stress and ER
stress on contractile function of the heart, we have studied the participation of
both mechanisms on cellular contractility of isolated cardiomyocytes. A dose-
response study was performed to choose tunicamycin dose (Figure S2). The
100 nM dose of tunicamycin was chosen, since it was able to decrease the
frequency of contraction (33.3% as compared with the control group) and
maximum displacement speed, without affecting cell viability (Figure S2-S3).

The pharmacological activation of ER stress by tunicamycin (100nM) in
cardiomyocytes isolated from neonatal rats did not change the maximum
contraction speed (MCS) (Figure 7A), decreasing only the maximum relaxation
speed (MRS) (Figure 7B). Consequently, there was observed an increase in
the ratio between MCS and MRS (MCS/MRS) (Figure 7C). Treatment with the
mitochondrial antioxidant MitoTempo (MT, 10uM) was able to prevent these
changes. MT treatment was able to ameliorate the MCS and MRS in
cardiomyocytes in the absence of tunicamycin (Figure 7A-B). Representative

microphotographies of these studies are represented in Figure 8.
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Figure 7: Mitochondrial oxidative stress mediates the alterations in relaxation speed in
neonatal rat cardiomyocytes induced by tunicamycin. (A) Maximum contraction speed

(MCS); (B) maximum relaxation speed (MRS); (C) ratio between maximum contraction speed
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PUBLICACIONES

and maximum relaxation speed (MCS/MRS) of neonatal rat cardiomyocytes in response to
tunicamycin (TUN) 100nM for 24 hours in the presence or absence of MitoTempo (MT) 10uM.

Bar graphs represent the means + SEM of the cells from each experimental group. n=number

of cardiomyocytes. Data represent results of 6 independent experiments. **p<0.01; ***p<0.001

vs. CT; 1+p<0.05; +11p<0.001 vs. TUN.
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Figure 8: Representative images of cellular contractility parameters during a
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contraction-relaxation cycle of neonatal rat cardiomyocytes. Representative images
showing the membrane movement detection by the magnitude and vector fields with visual
and numerical intensity scale detection during a contraction-relaxation cycle in neonatal rat
cardiomyocytes in response to tunicamycin (TUN) 100nM for 24 hours in the presence or
absence of MitoTempo (MT) 10uM (magnification: 40X; scale bar: 40um). Left, phases of the

contraction-relaxation cycle. Right, a speed scale bar.

In addition, cardiomyocytes treated with tunicamycin did not present changes
in contraction time, contraction time-to-peak (CTP) and in contraction time

from peak to minimum speed (CTPMS) (Figures 9A-C). However, tunicamycin
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increased cell relaxation time parameters, such as relaxation time (RT) (Figure
9D), relaxation time-to-peak (RTP) (Figure 9E), relaxation time from peak to
baseline (RTPB) (Figure 9F) and the time at which the relaxation speed
decayed to a 90% of its peak amplitude (T90) (Figure 9G). Consequently,
tunicamycin promoted an increase in contraction-relaxation time (CRT) (Figure
9H) and in the time between contraction-relaxation maximum speed (TBC-
RMS) (Figure 91). MT treatment was able to prevent the effects of ER stress
activation in all relaxation time parameters in cardiomyocytes (Figures 9D-I).
Interestingly, treatment with the mitochondrial antioxidant MT was able to
improve these parameters independent of the presence of tunicamycin (Figure
9A-H). Representative microphotographies of these studies are represented in

Figure 8.
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Figure 9: Mitochondrial oxidative stress participates in the effects of endoplasmic

reticulum stress on the relaxation time in isolated neonatal rat cardiomyocytes. (A)

Contraction Time; (B) contraction time-to-peak (CTP); (C) contraction time from peak to

minimum speed (CTPMS); (D) relaxation time; (E) relaxation time-to-peak (RTP); (F)

relaxation time from peak to baseline (RTPB); (G) time at which the relaxation speed decayed

to a 90% of its peak amplitude (T90); (H) contraction-relaxation time (CRT); (I) contraction-

relaxation maximum speed (TBC-RMS) in response to tunicamycin 100nM (TUN) for 24 hours

in the presence or absence of MitoTempo 10uM (MT). Bar graphs represent the means + SEM

from of the cells from each experimental group. n=number of cardiomyocytes. Data represent

results of 6 independent experiments. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs. CT,; 1p<0.05;
t11p<0.001 vs. TUN.
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Similarly, tunicamycin induced a decrease in the frequency of contraction
(p<0.001), which was prevented in the presence of MT (Figure 10A). No
changes were observed in the contraction-relaxation area or in the shortening
area (Figure 10B-C, respectively). Interestingly, mitoQ was able to increase all

these parameters independent of the presence of tunicamycin (Figure 10A-C).
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Figure 10: Mitochondrial oxidative stress participates in the effects of endoplasmic
reticulum stress on the frequency of contraction in isolated neonatal rat
cardiomyocytes. (A) Frequency; (B) contraction-relaxation area and (C) shortening area of
neonatal rat cardiomyocytes in response to tunicamycin 100nM (TUN) for 24 hours in the
presence or absence of MitoTempo 10uM (MT). Bar graphs represent the means + SEM of
cells from each experimental group. n=number of cardiomyocytes. Data represent results of 6
independent experiments. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs. CT; +11p<0.001 vs. TUN+MT.

4. Discussion

The purpose of this study was to investigate the role of mitochondrial oxidative
stress in the cardiac alterations observed in obese rats with MI. The treatment
with the mitochondrial antioxidant, MitoQ, was able to ameliorate the cardiac
function in infarcted-obese rats. This effect was associated with an
improvement in the development of cardiac fibrosis, as well as in the activation
of ER stress. In addition, mitochondrial oxidative stress participates in the
contractility/relaxation alterations induced by ER stress activation in cardiac
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myocytes. These results show mitochondrial oxidative stress as a possible
therapeutic target in the pathological context as well as MitoQ as possible
treatment for the cardiac consequences of Ml associated with obesity.

Obesity, as well as MI, is associated with cardiac functional alterations. It has
been described the prevalence of diastolic dysfunction in obese patients (2021
while MI is associated with systolic dysfunction due to the decrease in the
capacity of myocardial contractility for the loss of cells 2 23, In the present
study, infarcted-obese rats showed a decrease in FEVI values, as well as in
E/A ratio, showing systolic and diastolic functional alterations. These effects
on cardiac function were accompanied by the development of cardiac
hypertrophy characterized by an increase in relative heart weight and LV
mass. Cardiac hypertrophy has been observed in different cardiovascular
pathologies including obesity and Ml @4 25 The treatment with the
mitochondrial antioxidant, MitoQ, was not able to prevent the development of
cardiac hypertrophy, however, it ameliorated the cardiac functional alterations

observed in the animals.

Different studies support our data that suggest the participation of
mitochondrial oxidative stress in the reduction of cardiac function in infarcted-
obese rats. Sverdlov AL, et al., observed that diastolic dysfunction in mice fed
HFD and sucrose was prevented in transgenic mice that express the
antioxidant enzyme catalase in mitochondria 9. Another study showed that
treatment with MitoQ reduced cardiac dysfunction in an ischemia/reperfusion

animal model @7,

In our previous work we have described that cardiac hypertrophy in obese @3
and infarcted rats © was prevented by treatment with the mitochondrial
antioxidant, MitoQ. Interestingly, in the present study in which obesity and Ml
are associated, these protective effects of MitoQ on cardiac hypertrophy were
abolished. Cardiac remodeling observed in the context of Ml associated with

obesity seems to be complex and multifactorial. There are multiple molecular

157



and hemodynamic factors associated with obesity ?® and M| 23 29 that are

involved in the cardiac structure alterations.

Mitochondria are the main source of ROS in the cell which promote an
oxidative environment when its levels exceed antioxidant capacities. ROS can
lead to the oxidation of fatty acids in a process termed lipid peroxidation %
generating molecules such as 4HNE, the major product of lipid peroxidation.
As expected, in the present study, HFD+MI animals showed increased protein
levels of 4HNE in the heart, which was prevented in MitoQ treated animals.
4HNE has high reactivity and capacity to modify enzymes like kinases,
belonging to sensitive pathways of cell homeostasis such as mitochondrial
bioenergetics, redox balance, ROS production, autophagy, and apoptosis G1.
In addition, 4HNE is able to generate dysfunction and death of cardiac
myocytes by a mechanism involving disruption of the actin cytoskeleton and
dysregulation of cellular calcium homeostasis 2. Previous studies have
reported increased levels of 4HNE in plasma from obese patients (33 34,35 and
in patients with MI @8 and suggest that 4HNE could be involved in the

pathophysiology of metabolic diseases ¢,

Cardiac oxidative stress has been widely reported as a contributing factor for
cardiac dysfunction and remodeling @8 39, Myocardial fibrosis is an important
feature of cardiac remodeling, it being a prognostic factor of adverse cardiac
outcomes in different cardiac diseases ‘0 41 that triggers heart failure and
death “2, MitoQ decreased the myocardial fibrosis and normalized the
upregulation of Col I, TGF-B and CTGF protein levels observed in the heart of
obese rats with MIl. These effects of MitoQ on myocardial fibrosis are
consistent with previous studies in models of LV pressure overload 3, obesity
8 13) and myocardial ischemia ©®. Another study showed similar effects of a
general antioxidant in cardiac fibrosis in obese and infarcted rats “4. In
addition, different studies suggest the participation of fibrosis as a possible

mechanism involved in cardiac dysfunction in different experimental models
(45, 46, 47)
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Several studies have shown that ER stress plays an important role in the
development of fibrosis “8 49, myocardial hypertrophy “8 and apoptosis ©9.In
the present study, HFD+MI rats showed ER activation characterized by the
increase in BiP protein levels and activation of different ER stress pathways
as ATF6a, ATF4 and CHOP, which were prevented by MitoQ treatment.
Evidences suggests that the mitochondria and ER are functionally and
metabolically associated 1 52 existing an important relationship for body
energy homeostasis %, The disruption of this homeostasis induced excessive
ROS generation and ER stress activation 2 53.54) Our results are consistent
with previous studies of our group and others 5 56) that described relationship
between ER stress and mitochondrial oxidative stress and their role in the
development of cardiac fibrosis in obese @ 57 and in infarcted rats . Another
study elucidated that the pharmacological inhibition of ER stress decreased
oxidative stress and apoptosis induced by myocardial ischemia and attenuated
cardiac dysfunction 8 59, These studies confirm the interrelationship between
oxidative stress and the ER stress and demonstrate a bidirectional crosstalk
between mitochondria and ER. Furthermore, we observed in cardiac samples
from autopsies of patients who had suffered Ml an increase in BiP levels, which
was correlated with elevated cardiac collagen levels in these patients ©),
showing the relevance of ER stress in the development of cardiac fibrosis. In
addition, the pharmacological inhibition of ER stress in cardiac cells was able
to prevent the increase in collagen | protein levels induced by the profibrotic

molecule, angiotensin 1l ©®).

Additionally, the ER stress activation increases CHOP levels that trigger
calcium release from the ER 9, which enters into the mitochondria and
causes mitochondrial alterations by increasing mitochondrial ROS production
(61, 62)  Qur results showed an increase in MNF1 and cyclophilin F cardiac
protein levels in infarcted-obese rats indicating changes in mitochondrial
functions. The MitoQ treatment was able to prevent the increase in cyclophilin
F and MFN1 protein levels observed in HFD+MI animals. Similar data have

been reported by our group in obesity % or MI ©® animal models. This increase
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in MNF1 indicates mitochondrial fusion, a process considered to be an
adaptive pro-survival response against stress activated in order to try to
maintain energy metabolism (3 64)_ In the same way, another study suggests
that MNF1 deletion in cardiac myocytes confers protection against ROS-
induced mitochondrial dysfunction, showing protective effects in mitochondrial
depolarization, viability, and presenting a minor mitochondrial permeability
transition pore (MPTP) opening induced by exposure to ROS ©3), The oxidative
stress can open the mPTP generating a further increase in ROS production in
response to this opening and finally causes cellular injury €6 67 An increase
in levels of cyclophilin F, a critical regulator of the mPTP, indicates opening of
the mPTP 8, Elevated levels of cyclophilin F are associated whit
mitochondrial damage in different pathologies ©9. In an animal model of MI, it
was described that the suppression of cyclophilin F in mice was able to reduce
mortality, prevent cardiac pathological remodeling such as myocardial fibrosis
and preserve cardiac systolic function 9. In this sense, our data confirm that
mitochondrial oxidative stress plays an important role in mitochondrial damage

observed in the context of obesity associated with M.

Based on the results obtained in vivo, we have evaluated the direct effects of
ER stress activation on contractility in neonatal rat cardiomyocytes and
investigated the role of mitochondrial oxidative stress. Our data show that
treatment with a mitochondria free radical scavenger (MitoTempo) was able to
prevent the decrease in contraction-relaxation cycle frequency, relaxation
speed and time of cardiomyocytes induced by the pharmacological activator
of ER stress, tunicamycin. These results support the relationship between
mitochondrial oxidative stress and ER stress activation @ ) and its implications
in myocardial contractile dysfunction % 72 73 Furthermore, these findings
observed in the cardiac cells corroborate the results observed in the animal
model showing that the inhibition of mitochondrial oxidative stress prevented
ER stress activation and the decrease in systolic and diastolic cardiac function

observed in infarcted-obese rats.
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Our results are also consistent with previous findings that showed an
increased ER stress in myocardium from aged mice with deletion of Sirtuin 1
(Sirt1™), which promotes antioxidant and cardioprotective effects 4. The
activation of ER stress was associated with impaired contractile function.
Moreover, the Protein Disulfide Isomerase (PDI) inhibition increases oxidative
stress and ER stress and exacerbated cardiac contractile dysfunction in the
cardiomyocytes of Sirtl”~ mice 2. In another study, Yang. L et al., have
observed similar results with ER stress induction by tunicamycin administration
in transgenic mice with cardiac-specific overexpression of metallothionein
(protein with antioxidant effects). In addition to the changes in cardiac
contractility, tunicamycin in absence of antioxidant promoted alterations in the
homeostasis of calcium, mitochondrial injury and apoptosis, resulting in a

pathological cardiac remodeling and cardiac dysfunction 7).
5. Conclusion

In summary, our findings provide insights into the mechanisms involved in the
alterations of structure and cardiac function induced by obesity associated with
MI. Our results indicate that attenuation of mitochondrial oxidative stress is
associated with improved cardiac fibrosis and cardiac function in infarcted-
obese rats. Moreover, the mitochondrial oxidative stress mediates the
activation of ER stress in this pathological context. This activation of ER stress
seems to impair cardiomyocyte contractility, which is mediated by
mitochondrial oxidative stress. Together, these data pointed out mitochondrial
oxidative stress and ER stress as possible therapeutic targets in a complex

pathological scenario with clinical relevance such as Ml in presence of obesity.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

The role of mitochondrial oxidative stress in cardiac damage induced

by obesity associated with myocardial infarction in rats.

This file includes:

3 supplemental figures.
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CONTRACTIONWAVE PARAMETERS

Speed parameters (um/s)

ii- Maximum Contraction Speed (MCS)

iv- Maximum Relaxation Speed (MRS)

vi- MCS/MRS Difference Speed (MCS/MRS-DS)

Time parameters (ms) or (s
1- Contraction-Relaxation Time (CRT)
2- Contraction Time (CT)
3- Relaxation Time (RT)
4- Contraction time-to-peak (CTP)
5- Contraction Time from Peak to Minimum Speed (CTPMS)
6- Relaxation time-to-peak (RTP)
7- Relaxation time from peak to Baseline (RTPB)
8- Time Between Contraction-Relaxation
Maximum Speed (TBC-RMS)

Average Speed

Area parameter (um?)
9- Contraction-Relaxation Area (CRA)
10- Shortening Area (SA)

Decay time (%)
T10-T90: time at which the relaxation speed decayed to a
certain percentage of its peak amplitude

Figure S1: Representation of cellular contractility parameters during a contraction-
relaxation cycle of cardiomyocytes. Left, sample average speed wave acquired from one
contraction-relaxation cycle in cardiomyocytes. All points identified with roman numerals
correspond to the phases of the contraction cycle. Right, a summary of CONTRACTIONWAVE

parameters obtained during a contraction-relaxation cycle. i, iii and v = resting. @
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Figure S2: Effects of different doses of tunicamycin on the contraction frequency in
isolated rat cardiomyocytes. (A) Effects of the endoplasmic reticulum stress inductor,
tunicamycin (TUN) (10-600 nM) for 24 hours on frequency of contraction. (B) Graphical
detection of contraction frequency modifications recorded from tunicamycin-treated rat
neonatal cardiomyocytes. (C) Cardiomyocytes maximum displacement speed in visual and
numerical intensity scale detection obtained from cells treated with tunicamycin (10-600 nM).
Maximum contraction speed (MCS); Maximum relaxation speed (MRS). (Magnification: 40X;
scale bar: 40um). Bar graphs represent the mean + SEM of 2-15 cells per group. **p<0.01;
***p<0.001 vs. CT.
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Figures S3: The effect of tunicamycin treatment on cell viability in isolated neonatal rat
cardiomyocytes. Cell viability (%) in isolated neonatal rat cardiomyocytes in response to
tunicamycin (TUN; 100, 300 and 600 nM) for 24 hours. Bar graphs represent the means +
SEM of the cells from each experimental group. h=number of repetitions. Data represent

results of 4 independent experiments.
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DISCUSION



Existen diferentes estudios que muestran los efectos deletéreos de la
obesidad y del IM sobre la salud cardiovascular. Diferentes estudios han
mostrado que la obesidad es uno de los principales factores de riesgo para
sufrir un IM. En este contexto, se planted este estudio con la intencion de
comprender los mecanismos que participan en las alteraciones
cardiovasculares asociadas a la obesidad y al IM y cuyo objetivo fue investigar
el papel del estrés oxidativo mitocondrial en el dafio cardiovascular en el
contexto de la obesidad, y su implicacion en el dafio cardiaco asociado al IM,
asi como en las alteraciones cardiacas en una situacion patoldgica en la que
ambas patologias son concomitantes. Los resultados obtenidos muestran el
efecto beneficioso del empleo de un antioxidante mitocondrial en los citados
contextos patoldgicos. El tratamiento con el antioxidante mitocondrial, MitoQ,
fue capaz mejorar las alteraciones funcionales en situaciones de obesidad y/o
IM, efecto que se acompafié con una reduccion de la fibrosis cardiaca y una
prevencion de la activacion del estrés del RE. Los estudios realizados en
células cardiacas y vasculares mostraron que el MitoQ fue capaz de prevenir
la activaciéon del estrés del RE y la produccidén de componentes y mediadores
de la MEC en respuesta a un factor profibrético como la Ang Il. Por tanto, los
datos obtenidos muestran la relacion existente entre el estrés oxidativo
mitocondrial y el estrés del RE y su papel en procesos fibréticos, mostrando
al estrés oxidativo mitocondrial como una posible diana terapéutica en el dafio

cardiovascular asociado a la obesidad y/o el IM.

Diferentes estudios han destacado que la obesidad y la isquemia miocardica
producen un desequilibrio redox que puede mediar las alteraciones
cardiovasculares asociadas a dichas patologias. Teniendo en cuenta que la
mitocondria es la principal fuente de radicales libres, se decidi6 utilizar el
antioxidante mitocondrial MitoQ con objeto de evaluar el papel del estrés
oxidativo mitocondrial sobre las alteraciones cardiovasculares en modelos de
obesidad y de IM. El MitoQ es un antioxidante dirigido a las mitocondrias que
puede atravesar las bicapas de fosfolipidos de la membrana mitocondrial y

reducir la formacién de radicales libres sin afectar la fosforilaciéon oxidativa
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mitocondrial 326.343) En este estudio, la eficacia del MitoQ fue comprobada
por su capacidad de disminuir los niveles de aniones superéxido, una de las
principales EROs, tanto en el corazén de ratas obesas como de ratas
infartadas. Asimismo, el MitoQ fue capaz de prevenir el aumento de los niveles
proteicos de 4HNE, un importante producto de peroxidacion lipidica
estimulado por el estrés oxidativo, en el corazén de ratas con IM asociado o
no con la obesidad. Asimismo, en nuestro estudio in vitro el MitoQ fue capaz
de disminuir la produccién de anidn superoxido inducida por la Ang Il en CMLV
y en fibroblastos cardiacos mostrando la eficacia del antioxidante mitocondrial.
Los resultados obtenidos confirman los hallazgos de otros estudios donde se
ha observado que el MitoQ disminuye la peroxidacion lipidica y la produccion

de anion superoxido en el contexto de la obesidad y de la isquemia miocardica
(62, 344, 345)

El estudio del papel del estrés oxidativo mitocondrial sobre las alteraciones
cardiacas se ha desarrollado en diferentes modelos experimentales. El
modelo experimental de obesidad inducida por la administracion de una dieta
rica en grasa durante 6 semanas no muestra cambios funcionales y, por tanto,
cabe destacar que los efectos del MitoQ son previos a la aparicién de cambios
en la funcién cardiaca actuando sobre los mecanismos implicados en el dafio
cardiovascular asociado a la obesidad. Por contra, en el modelo de IM en
presencia o ausencia de obesidad se trata de un modelo que presenta
alteraciones funcionales tanto sistolica como diastolica, tratdndose de
modelos animales que permiten estudiar la repercusion del tratamiento con un
antioxidante mitocondrial sobre las consecuencias funcionales en modelos de

dafo cardiaco.

La obesidad esta asociada a cambios metabdlicos, estructurales y funcionales
en el miocardio en respuesta a un aumento de la adiposidad que conducen a
la disfuncion sistdlica y/o diastolica del V1. Se ha visto que estos cambios estan
relacionados con la resistencia a la accion de la insulina, la dislipidemia, la

hiperactivacion del sistema simpético, la activacion del SRAA o la mayor
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produccion de adipocinas por el tejido adiposo, entre otros (9 346,347, 348) Gjn
embargo, ademas de depender de estas alteraciones, la aparicion de cambios
en la funcion cardiaca y el desarrollo de insuficiencia cardiaca en el individuo
obeso depende de otros factores como la severidad de la patologia, la
evolucion a lo largo del tiempo y la presencia de otras enfermedades
concomitantes (349:350.351)  Ademas, en el caso de modelos experimentales de
obesidad, la cepa de los animales y el método de induccion de la patologia
puede determinar la aparicion de disfuncion cardiaca. En este contexto, se ha
visto que ratas Wistar alimentadas con dieta rica en grasa durante mas tiempo
al empleado en este estudio (10 semanas), desarrollan disfuncién diastélica
(352), Por otro lado, en otro estudio no se observé cambios en la funcién
cardiaca de ratones alimentados con dieta rica en grasa por un periodo de 12

semanas (3%3),

Con relacion al IM, han sido destacadas diferentes alteraciones moleculares
y estructurales que conducen a la disfuncién cardiaca (165 166, 167, 168) En
diferentes modelos de IM en ratas y en cerdos se observo una importante
disminucion de la funcién sistélica y diastélica %4 359, En nuestro estudio,
tantos animales infartados como infartados y obesos mostraron una reduccion
en la funcion sistdlica (evaluada mediante la FEVI) y en la funcién diastélica
con una reduccion del ratio E/A. Ademas, los animales con IM presentaron
una reduccion en el strain miocardico circunferencial y radial, que representa
el acortamiento porcentual de la fibra miocéardica en sistole y que se considera
un predictor de disfuncién ventricular @56 357 E| estrés oxidativo mitocondrial
parece jugar un papel importante en el desarrollo de la disfuncion cardiaca en
animales con IM asociado o no a la obesidad, ya que el tratamiento con MitoQ
fue capaz de prevenir el descenso de la FEVI y del ratio E/A. Es importante
destacar que todos estos efectos beneficiosos del tratamiento con el
antioxidante mitocondrial sobre la funcion cardiaca, fueron en ausencia de

modificaciones del tamarfio del infarto.
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Las alteraciones funcionales pueden ser consecuencia también de
alteraciones estructurales. En este sentido, nuestros datos indican
importantes alteraciones en la estructura cardiaca de animales HFD ©2), IM y
IM+HFD. Todos estos animales han presentado una hipertrofia cardiaca
caracterizada por el aumento del peso relativo del corazén sin modificaciones
en el grosor de la pared posterior ni del SIV. Ademéas, en animales HFD y IM
se observo un aumento del area de los cardiomiocitos y los animales IM han
presentado un aumento de la masa del VI, otros indicativos de hipertrofia
cardiaca. La inhibicion del estrés oxidativo mitocondrial con el tratamiento con
MitoQ previno la hipertrofia cardiaca tanto en los animales obesos como
infartados, sin embargo, no fue capaz de mejorar la hipertrofia cardiaca en
animales IM+HFD. Estos datos sugieren la relevancia del estrés oxidativo
mitocondrial sobre el desarrollo de hipertrofia ventricular. Diferentes estudios
han destacado el estrés oxidativo como un importante mediador de la
hipertrofia cardiaca en diferentes etiologias ©%8), incluida la obesidad %9 y la
isguemia miocardica (3¢9, Se ha descrito que el estrés oxidativo puede activar
diferentes vias de sefalizacién prohipertroficas que son atenuadas por el
tratamiento con diferentes antioxidantes. En consecuencia, el tratamiento con
antioxidantes o, la manipulacion genética de vias implicadas en el estrés
oxidativo, produce una mejora del remodelado cardiaco y de las alteraciones
en la funciéon cardiaca en varios modelos experimentales (359 360, 361, 362) En
este contexto, diferentes estudios apoyan nuestros resultados demostrando
que el tratamiento con el antioxidante MitoQ tiene efectos protectores contra
el desarrollo de hipertrofia cardiaca en animales hipertensos 63 364) Es
importante destacar que este efecto es independiente de la presencia de
hipertension debido a que los datos derivados de nuestro trabajo son en
animales normotensos y en ausencia de alteraciones en el area de la capa

media y del lumen de la arteria aorta en los animales obesos.

Diferentes estudios han mostrado que, junto con la hipertrofia ventricular, la
deposicion excesiva de componentes de la MEC que conlleva al desarrollo de
fibrosis es uno de los factores clave para el desarrollo de alteraciones tanto
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estructurales como funcionales a nivel cardiovascular. La fibrosis es una
caracteristica comun a varias patologias cardiovasculares como la obesidad,
el IM, la hipertension arterial o la aterosclerosis, entre otras (365 366.367) En g|
sistema cardiovascular el remodelado de la MEC que resulta por un acumulo
excesivo de colageno, puede conducir a alteraciones funcionales y al
desarrollo de insuficiencia cardiaca, como consecuencia de una mayor rigidez
cardiovascular, disfuncion contractil y la aparicion de arritmias (368 369),
Nuestros datos muestran que la obesidad 2, el IM y la asociacién de ambas
patologias (IM+HFD) generd alteraciones en la MEC resultando en el
desarrollo de la fibrosis miocardica. Ademas, la fibrosis cardiaca fue
acompafada del aumento de la expresion proteica de colageno | y de los
mediadores profibréticos TGF-B y CTGF, tanto en ratas obesas como en ratas
con IM asociado o no a la obesidad (IM y IM+HFD). Todos estos cambios
fueron mejorados con el tratamiento con MitoQ. A nivel vascular, MitoQ
también previno la fibrosis adrtica y coronaria en animales obesos, sin
embargo, no fue capaz de prevenir el aumento de los niveles proteicos de

CTGF en la aorta de ratas obesas.

El colageno tipo | es el subtipo de colageno predominante en el sistema
cardiovascular, constituyendo cerca de 70-75% del coldgeno que forma parte
de la pared arterial y aproximadamente 80% del colageno cardiaco. El TGF-3
y el CTGF son dos mediadores profibréticos importantes ¢70.371.372) E| TGF-
B es un regulador del remodelado y de la fibrosis tisular, induciendo el
crecimiento celular, la proliferacion de fibroblastos y su diferenciacion en
miofibroblastos. La mayoria de estas respuestas inducidas por el TGF-
implican la estimulaciéon de CTGF. La expresion de CTGF es bastante limitada
durante la edad adulta, sin embargo, aumenta frente a estimulos hormonales,
citocinas, factores de crecimiento, hipoxia o estrés mecanico, entre otros G73
374, 375, 376, 377)  Diferentes estudios han demostrado que la severidad de la
fibrosis se asocia con una menor supervivencia en pacientes con insuficiencia
cardiaca y otras patologias cardiacas %200 En concordancia con nuestros
hallazgos, otros estudios también han observado un aumento de TGF-(,
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CTGF y colageno | en el contexto de la obesidad #7378 y del IM (379, 380, 381),
Ademas, se ha visto que la inhibicion de CTGF en un modelo de IM fue capaz
de inhibir la fibrosis miocardica y mejorar la funcion cardiaca (382 383.384) De|
mismo modo, la inhibiciébn de TGF-B fue capaz de disminuir la apoptosis, el
estrés oxidativo y la fibrosis cardiaca asociada al IM 389, Asimismo, otro
estudio apoya nuestros resultados al demostrar que existe una relacion
importante entre el aumento del TGF-3, el estrés oxidativo y la fibrosis en la
valvula mitral de pacientes y en modelos genéticos experimentales con
deficiencia de enzimas antioxidantes, como es la superéxido dismutasa 1
(SOD1) ©85),

Estudios previos han demostrado que diferentes tratamientos que producen
un descenso del estrés oxidativo se asocian con un efecto protector sobre el
desarrollo de la fibrosis en las enfermedades cardiovasculares, como la
obesidad e IM (386, 387, 388, 389) En concordancia con estos estudios, nuestros
datos sugieren que el estrés oxidativo mitocondrial media la fibrosis
cardiovascular en el contexto de la obesidad, del IM y en el contexto patolégico
en la que ambas patologias estan asociadas, debido a la capacidad del MitoQ
de reducir la fibrosis cardiovascular en los diferentes contextos patoldgicos

estudiados.

Ademas de los efectos protectores de la reduccion de las EROs
mitocondriales sobre la fibrosis cardiovascular, el MitoQ también previno la
activacion del estrés del RE a nivel cardiovascular en animales obesos, y a
nivel cardiaco tanto en animales IM como en animales IM+HFD. Diferentes
estudios apoyan nuestros datos al demonstrar que tanto la obesidad (265 267,
390) como el IM (277,278, 281) gon capaces de estimular la activacion de distintas
vias de la UPR en el corazon en diferentes modelos experimentales. La
activacion del estrés del RE genera efectos sobre el remodelado cardiaco y
sobre la homeostasis del calcio, ademas de generar la induccion de
inflamacidn, estrés oxidativo, o apoptosis, entre otros efectos deletéreos (29,

En este sentido, uno de los principales factores implicados en los procesos
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apoptaticos es el CHOP. En nuestro estudio comprobamos la interaccion entre
el estrés oxidativo mitocondrial y el estrés del RE ya que el tratamiento con el
antioxidante mitocondrial, MitoQ, fue capaz de prevenir el aumento en los
niveles proteicos del marcador del estrés del RE, BiP. Ademas, observamos
gue la via CHOP estaba aumentada en el corazén y en la aorta de animales
obesos y las vias CHOP, ATF6a y ATF4 estaban activadas en el corazon de
animales infartados asociados o no a la obesidad. Todos estos cambios
fueron prevenidos al inhibir el estrés oxidativo mitocondrial mediante el

tratamiento con MitoQ.

De manera similar a nuestros datos, en un estudio con cerdos alimentados
con dieta rica en grasa se observd una importante fibrosis cardiaca, que se
acompafio con la activacion del estrés del RE caracterizada por un aumento
de la via CHOP 87, Ademas, se ha descrito que la isquemia o la hipoxia
prolongada también produce la activacion de la via PERK resultando en el
aumento de la expresién génica y proteica del factor de transcripcion
proapoptotico CHOP (282.283) Del mismo modo, se ha descrito que la via ATF6
parece estar implicada en las consecuencias cardiacas estructurales y
funcionales asociadas a la lesion miocardica inducida por la
isguemia/reperfusion en ratas %87, La activacion de la via PERK resulta en el
aumento de ATF4 que estimula la expresion de CHOP ©°), que puede
desempeniar, a su vez, un papel importante en la apoptosis inducida por el
estrés del RE en células cardiacas en diferentes contextos patoldgicos %2 a
través de la supresion de la proteina de supervivencia Bcl2 %), Se ha
sugerido que ATF4 puede jugar un papel clave en la produccién de las EROs
y en la activacion de fibroblastos cardiacos, lo que podria resultar en el
desarrollo de fibrosis miocardica ©%). Asimismo, se ha visto en varios modelos
de dafio cardiaco que la inhibicion del estrés del RE se acompafid con una
reduccion de la fibrosis cardiaca. En animales obesos, la inhibicion del estrés
del RE fue capaz de mejorar la fibrosis auricular y la aparicién de arritmias
(265) atenuar el remodelado cardiaco, el deterioro en la funciéon cardiaca y el

aumento de la presion arterial sistélica ?%6), Diferentes estudios han mostrado
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gue la deficiencia de CHOP en el corazén de ratones mejoré el dafio cardiaco
asociado a la isquemia miocardica 89, atenud la hipertrofia y la disfuncién

cardiaca inducida por sobrecarga de presién (285,

A nivel vascular también se ha descrito la participacion del estrés del RE en
el dafio vascular asociado a la obesidad (0% 254 274, 275 Diferentes estudios
han sugerido una relaciéon entre la activacion del RE en el sindrome
metabolico y la disfuncion endotelial. Ademas, han destacado el importante
papel que el estrés oxidativo mitocondrial juega en las alteraciones vasculares
(395) Del mismo modo, han sugerido que el estrés del RE también induce la
fibrosis vascular ya que la inhibicion del estrés del RE disminuy6 el aumento
de la expresion génica y proteica del mediador profibrotico TGF- observado

en la aorta de ratones que recibieron una infusion de Ang Il @59,

En conjunto, estos estudios apoyan nuestros hallazgos que indican una
asociacion entre la fibrosis cardiovascular en animales obesos y la activaciéon
del estrés del RE. En este sentido, los animales obesos presentaron una
asociacion positiva entre la fibrosis miocardica y los niveles de BiP, PDIAG6 y
CHOP. Del mismo modo, la fibrosis de la capa media de la arteria coronaria
descendente de estos animales se asocio con los niveles elevados de BiP y
PDIAG.

Como se ha mencionado anteriormente, la activacion del SRAA puede
favorecer la generacion de las EROs en el miocardio ©% que pueden
participar en el desarrollo de dafio cardiovascular. Se ha descrito que la Ang
1, un factor profibrético bien conocido a nivel cardiaco y vascular 397:398) esta
elevado en pacientes obesos %9, De acuerdo con estos antecedentes, hemos
observado un aumento en los niveles plasmaticos de Ang Il en las ratas
obesas, que se normalizo con el tratamiento con MitoQ. En nuestro estudio in
vitro con fibroblastos cardiacos y CMLV, la Ang Il ademas de aumentar la
produccion de anién superéxido, promovié un aumento en los niveles
proteicos de colageno | que fue acompafiado de un aumento de la expresion

proteica de TGF-B y CTGF. La presencia de MitoQ previno no sélo los efectos
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prooxidantes de la Ang Il, sino que también previno sus efectos profibroticos.
Estos datos muestran que el estrés oxidativo mitocondrial media los efectos
profibréticos y prooxidantes de Ang Il y sugieren su participacion en el
remodelado de la MEC en el contexto de la obesidad, confirmando los
resultados obtenidos en los modelos animales. Es importante destacar que
los fibroblastos cardiacos y las CMLV expuestas a Ang Il presentaron la
activacion del estrés RE caracterizada por un aumento de los niveles proteicos
de los marcadores del estrés RE (BiP y PDIA6). Este efecto se observd
previamente en adipocitos %, en podocitos ) y en células B pancreaticas
(402) En nuestro estudio, mostramos por primera vez que la Ang Il promueve
la activacion del estrés del RE en fibroblastos cardiacos y CMLV a través de
la produccion de estrés oxidativo mitocondrial, ya que el MitoQ previno dicha
activacion. Sin embargo, es importante mencionar que la activacion del estrés
del RE parece implicar diferentes vias en los fibroblastos cardiacos y en las
CMLV, ya que el aumento de los niveles de las proteinas CHOP y ATF6a
observado en fibroblastos cardiacos tratados con Ang Il no se observo en
CMLV.

Un estudio previo demostré que la inhibicion farmacoldgica del estrés del RE
es capaz de prevenir la fibrosis cardiaca inducida por la infusion de Ang Il en
ratones 54, En este contexto, hemos demostrado que el tratamiento con el
inhibidor de estrés del RE, el 4-PBA, previene el aumento de la produccién de
MEC inducidas por Ang Il tanto en fibroblastos cardiacos como en CMLV. El
papel del estrés del RE en la produccion de MEC fue confirmado por el
inductor farmacologico del estrés del RE, la tunicamicina. Las CMLV
expuestas a tunicamicina presentaron un aumento en los niveles de ARN
mensajero de colageno tipo | y TGF-B. Estos datos apoyan la asociacion entre
la fibrosis cardiovascular y la activacion del estrés del RE que observamos en
ratas obesas. De manera interesante, observamos que la inhibicién del estrés
del RE con 4-PBA en fibroblastos cardiacos y en CMLV estimulados con Ang
Il también previno el aumento de la produccion de anién superdxido. De igual

manera, la activacion del estrés del RE inducida por la tunicamicina promovio
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un aumento en la produccién de las EROs en CMLYV, lo que respalda la idea
de que existe una relacion directa entre el estrés oxidativo mitocondrial y el
estrés del RE. La relacion existente entre el estrés oxidativo mitocondrial y el
estrés del RE también es fundamentada por la capacidad del MitoQ de inhibir
el estrés del RE en los diferentes modelos experimentales de nuestro estudio

in vivo.

Diferentes estudios han demostrado la relacion que existe entre el estrés del
RE vy el estrés oxidativo (493 404,405 | os efectos de las EROs como segundo
mensajero en la regulacion del transporte de calcio del RE podrian explicar
esta relacion. Curiosamente, el estrés oxidativo puede modular los
reguladores clave de la homeostasis del calcio intracelular. Las EROs pueden
inducir la activacion de los receptores de rianodina (RyR) y el receptor de
inositol-1,4,5-trifosfato  (IP3R), aumentando la concentracion de calcio
citoplasmatica y su biodisponibilidad para las mitocondrias. Por otro lado, las
EROs suprimen la actividad calcio-ATPasa (SERCA), bloqueando la entrada
del calcio desde el citoplasma hacia el RE lo que conduce a un aumento de
Su concentracion intracelular. Ademas, las alteraciones en la homeostasis del
calcio inducidas por las EROs pueden afectar a la sintesis y a la liberacion de
proteinas y, como consecuencia generar el acumulo de proteinas
desplegadas y/o mal plegadas en el lumen del RE, resultando en la activacion
de vias de la UPR. En este contexto, la activacion del estrés del RE favorece
el aumento de la concentracion de calcio en las mitocondrias, lo que induce a
una mayor produccion de las EROs, creando un circulo vicioso (%), En este
sentido, los efectos beneficiosos del tratamiento con el antioxidante
mitocondrial sobre la activacion del estrés del RE en animales con IM también
se reflejan en los niveles de la proteina calreticulina (CALRT), una de las
chaperonas de RE que se une al calcio y cuyos niveles estan aumentados en
respuesta al estrés del RE en el corazon “97), Se ha descrito que su expresion
aumenta durante la activacion del estrés del RE en cardiomiocitos
promoviendo el desarrollo de cardiomiopatia, arritmias y, finalmente la
aparicion de insuficiencia cardiaca “%). Estos efectos pueden ser debidos, a
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la relacién existente entre el estrés del RE, la CALRT y la acumulacién de
componentes de la MEC a través de diferentes mecanismos, incluidos la
modulacion de los efectos de TGF-B 409, Ademas, la CALRT puede mediar la
hipertrofia y la apoptosis inducidas por el estrés del RE, lo que puede
desempeniar un papel clave en el remodelado cardiaco en el contexto de la
isquemia miocéardica 07410 Sin embargo, los datos muestran que el MitoQ
no fue capaz de prevenir todas las alteraciones relacionadas con la
homeostasis del calcio ya que no fue capaz de prevenir el aumento de los
niveles proteicos de Calpaina 1 en el corazén de animales infartados. La
Calpaina 1 es una proteasa dependiente de calcio presente en el citosol y en
las mitocondrias, que tiene un papel importante en el procesamiento y en la
degradacion de proteinas. Su expresion esta aumentada en condiciones
patolégicas asociadas a la sobrecarga de calcio, incluido el IM, y contribuye
al desarrollo de la lesion cardiaca asociada a la isquemia “11.412.413) Se ha
descrito que la Calpaina 1 esta activada en diferentes procesos biologicos
como el remodelado del citoesqueleto, la ruptura de la adhesion entre células
y la muerte de los cardiomiocitos que ocurren en respuesta a la isquemia
miocardica 4. Su sobreexpresion promueve el deterioro de la funcién
mitocondrial, induce la apoptosis y el remodelado cardiaco patol6gico,
mientras que se ha demostrado que su inhibicion promueve efectos

beneficiosos en el contexto del IM (411, 413),

En concordancia con nuestros hallazgos, se ha visto que el uso de un
antioxidante general fue capaz de disminuir las EROs de origen mitocondrial,
efecto que se acomparié con un descenso de la activacion del estrés del RE.
Dicho efecto fue acompafado de la prevencién del deterioro de la funcion
cardiaca (FE, FA y ratio E/A), reduccién de la hipertrofia y de la fibrosis

cardiaca en un modelo de cardiopatia diabética 1),

Teniendo en cuenta que el estrés del RE es considerado un mecanismo
crucial involucrado en las alteraciones en el manejo del calcio intracelular, lo

gue puede dar lugar a alteraciones en la contractilidad miocardica y disfuncién

186



cardiaca 416.417.418) hemos evaluado los efectos directos de la activacion del
estrés del RE sobre la contractilidad de cardiomiocitos de ratas neonatales e

investigado la implicacion del estrés oxidativo mitocondrial.

Nuestros datos muestran que el tratamiento con otro antioxidante
mitocondrial, el MitoTempo “19), fue capaz de prevenir la disminucién de la
frecuencia del ciclo de contraccion-relajacion, asi como la disminucion de la
velocidad y tiempo de relajacion de cardiomiocitos tratados con el activador
farmacolégico del estrés del RE, la tunicamicina. Nuestros resultados
confirman la existencia de una relacion entre el estrés oxidativo mitocondrial
y el estrés del RE, la cual no se asocia Unicamente con el desarrollo de

fibrosis, sino que también altera la contractilidad cardiaca.

Nuestros resultados también son consistentes con estudios anteriores que
mostraron un aumento del estrés del RE en el miocardio de ratones
envejecidos con delecion de Sirtuin 1 (Sirtl”), la cual ejerce acciones
antioxidantes y cardioprotectores “29. En dicho estudio, el estrés del RE se
asoci6 con alteraciones en la funcién contractil del corazén de ratones Sirt1”
421, Yang y col., han observado resultados similares con la induccién del
estrées del RE por la administracion de tunicamicina en ratones con
sobreexpresion de metalotioneina (proteina con acciones antioxidantes) en el
corazén. Ademas de los cambios en la contractilidad cardiaca, en ausencia
de la sobreexpresion del antioxidante, la tunicamicina promovio una alteracion
en la homeostasis del calcio, del dafio mitocondrial y de la apoptosis, lo que
resulté en un remodelado y disfuncion cardiaca. Dichos efectos deletéreos
derivados de la activacion del estrés del RE mejoraron en los animales que
sobreexpresaban metalotioneina a nivel cardiaco. Ademas, la tunicamicina
empeord parametros de contractilidad de los cardiomiocitos como la
disminucién de la contraccion celular, disminucion tanto de la velocidad
méaxima de contraccibn como de relajacion y disminucion del tiempo de

relajacion sin cambios en el tiempo de contraccion “17),
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Los efectos nocivos del estrés oxidativo pueden ser consecuencia directa de
su interaccion con diferentes moléculas celulares debido a su elevada
capacidad oxidativa 22, Las EROs pueden interactuar con el ADN de las
células y causar modificaciones que conducen a la aparicion de mutaciones
genéticas (23, oxidar y desnaturalizar proteinas, oxidar los lipidos de las
membranas celulares provocando un aumento de su permeabilidad a
productos nocivos como el malondialdehido (MDA), que dafian, alun mas, las
células “?4), Ademas, las EROs pueden dafiar las propias mitocondrias al
inducir el aumento de la expresidén de importantes proteinas como la ciclofilina
F, que estd implicada en la apertura de los poros de transicion de
permeabilidad mitocondrial (PTPm) y, en consecuencia, puede desencadenar
el aumento de la permeabilidad mitocondrial. Esto puede amplificar la
produccion de las EROs al dafiar las mitocondrias circundantes vy, finalmente
causar dafio celular “¥?9. Las mitocondrias responden a los desequilibrios
redox “2y adaptan su morfologia promoviendo la fusiébn con otras
mitocondrias *?”) para mantener su eficiencia energética. Una de las proteinas
implicadas en dicho proceso adaptativo es la MFN “28), Sin embargo, este
cambio en la morfologia mitocondrial impacta en la respuesta celular al estrés
y sus interacciones con otros organulos como el RE. En este sentido, se ha
descrito que los niveles de ciclofilina F aumentan de forma dependiente de los
niveles de las EROs “?°), generando alteraciones mitocondriales. Estudios
previos han observado un aumento de MFN1 y alteraciones en su actividad
en el infarto de miocardio y en la insuficiencia cardiaca “3% 431, Se ha visto
que la inhibicion de la MFN en el corazdn de ratones resulté en efectos
beneficiosos en un modelo de IM mediante la mejora de la sobrecarga de
calcio y del estrés oxidativo 31, Del mismo modo, la eliminacién genética de
ciclofilina F resultd en efectos cardioprotectores tras el IM, como la
disminucion del area del infarto, una mejora en la funcion sistolica del VI, una
menor dilatacion del VI, una menor hipertrofia de cardiomiocitos y una
reduccion en la fibrosis intersticial. Ademas, la inhibicién farmacolégica de la
ciclofilina F redujo la proliferacion de fibroblastos cardiacos “32 lo que

confirma su implicacion en el desarrollo de la fibrosis cardiaca. En el presente
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estudio, el tratamiento con MitoQ fue capaz de prevenir el aumento de los
niveles proteicos de ciclofilina F y MFN1 que estaban aumentados en el
coraz6n de animales con IM, independientemente de la obesidad. Esto
respalda una reduccién en el mecanismo compensatorio para mantener la
capacidad energética de las mitocondrias a fin de garantizar la homeostasis
celular “¥33), Ademas, estos datos muestran al estrés oxidativo mitocondrial
como un mecanismo implicado en las modificaciones mitocondriales que
podrian estar asociadas a las alteraciones en la funcién y estructura cardiaca
en animales infartados. Dichas alteraciones mitocondriales no solo estan
presentes en el IM, sino que también han sido descritas en el contexto de la
obesidad (34 435),

La interrelacion entre el estrés oxidativo y el estrés del RE fue confirmada
mediante un estudio que realizamos con pacientes que sufrieron su primer IM
como por un estudio con necropsias de corazon de pacientes que habian
sufrido un IM. En nuestro estudio hemos observado que tras el IM los
pacientes presentaron fibrosis miocardica que ocupaba el 40% del VI y que
se acompafd con una reduccion de la funcién cardiaca. Los pacientes
presentaron, ademas, un aumento de los niveles plasmaticos de
mieloperoxidasa (MPO), un marcador de estrés oxidativo que se asociaron
con la fraccion de volumen extracelular (VEC) miocardica, un marcador
subrogado de fibrosis intersticial. Los niveles elevados de MPO son
predictores de la enfermedad de las arterias coronarias 36 y del riesgo de
sufrir un IM *37), Este valor predictivo se explica por sus acciones
proinflamatorias y prooxidantes. La MPO conduce a alteraciones en el
equilibrio redox a través de reducciones en los niveles de antioxidantes,
incluidos los niveles de glutation “38), El hecho de que los niveles de MPO se
asociaran con el VEC, un marcador subrogado de la fibrosis miocéardica
(31838882), sugiere el papel potencial del estrés oxidativo en la fibrosis
intersticial en el contexto de la isquemia miocardica. Los datos clinicos
obtenidos reafirman, por tanto, nuestros estudios experimentales en animales

con IM. Después del seguimiento de 12 meses tras el IM, los pacientes
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presentaron una mejoria en los cambios estructurales como la disminucion del
grosor del SIV y de la PP del VI y un descenso del area del infarto. Sin
embargo, no se observaron mejoras ni en el VEC ni en la funcién cardiaca.
Estos resultados confirman la relevancia de la fibrosis miocardica en las
alteraciones en la funcion cardiaca y apoyan nuestro estudio con ratas
infartadas en la que una mejora de la fibrosis miocéardica se acompafno de

mejoras en la funcion y estructura cardiaca.

De manera interesante, hemos observado niveles elevados tanto de colageno
como de BiP en muestras de necropsias de tejidos cardiacos de pacientes
qgue sufrieron un IM en comparacion con aquellos que habian muerto por
diferentes causas. Estos resultados también respaldan nuestro estudio in vivo
que sugiere la participacion del estrés del RE en el desarrollo de fibrosis

cardiaca en el contexto de la isquemia miocardica.

En conjunto, los datos obtenidos muestran como el estrés oxidativo
mitocondrial participa en el desarrollo de fibrosis y la disminucion de la
capacidad contractil en el corazon en situaciones de IM y de obesidad. Dichos
efectos parecen estar mediados por la activacion del estrés del RE que se da
en ambos contextos patoldgicos y que pueden conllevar al desarrollo de las
alteraciones funcionales. Por tanto, el estrés oxidativo mitocondrial y/o el
estrés del RE emergen como nuevas dianas terapéuticas en el tratamiento de

enfermedades cardiovasculares.

190



CONCLUSIONES



El estrés oxidativo mitocondrial media las alteraciones tanto de la funcién
sistélica como diastolica asociadas al infarto de miocardio

independientemente de la presencia de obesidad.

El estrés oxidativo mitocondrial media el remodelado cardiaco patoldgico

en una situacion de isquemia miocardica u obesidad.

La fibrosis cardiovascular asociada a la obesidad y/o isquemia miocéardica
es mediada por el estrés oxidativo mitocondrial, tanto en ausencia como

en presencia de cambios funcionales.

El estrés oxidativo mitocondrial media las alteraciones de la
contractibilidad cardiaca inducidas por la activacion del estrés del reticulo

endoplasmico.

El estrés oxidativo mitocondrial ejerce sus efectos deletéreos en el contexto
de la obesidad, del infarto de miocardio y en la concomitancia de ambas
patologias, al menos en parte, a través de la activacion del estrés del

reticulo endoplasmico.

Las alteraciones cardiovasculares asociadas a la obesidad y/o isquemia
miocéardica parecen ser consecuencia de la interaccion entre el estrés

oxidativo mitocondrial y el estrés del reticulo endoplasmico.

Nuestros datos sugieren que tanto el estrés oxidativo mitocondrial y el
estrés del reticulo endoplasmico emergen como posibles dianas

terapéuticas en el tratamiento de la obesidad y del infarto de miocardio.
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