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Resumen

Las cardiomiopatias genéticas o adquiridas constituyen una importante causa de muerte en personas de
todas las edades. En su etiologia, juegan un papel relevante mutaciones en genes que codifican proteinas
sarcoméricas y modificaciones postraduccionales de las mismas. En el presente estudio se evaluaron
propiedades mecanicas de cardiomiocitos individuales permeabilizados, en el contexto de dos formas de
cardiomiopatia. Se logr6 una parte de la optimizacidon de los ensayos de sensibilidad al calcio para
posteriormente ser trasladados a un modelo murino de miocardiopatia hipertréfica con mutacion puntual
en la proteina C de unidon a miosina (cMyBP-C). Esta mutacién puntual en cMyBP-C (R502W) es la
mutacion mas frecuente en miocardiopatia hipertréfica. Dentro de las cardiomiopatias adquiridas, se
conoce que la presencia de productos avanzados de glicacion (AGEs) podrian ser un factor que
contribuya al desarrollo de cardiomiopatia diabética. De esta forma, se evaluo la rigidez de cardiomiocitos
murinos expuestos a procesos de glicacion, encontrando que el agente metilglioxal parece no tener efecto
sobre el desarrollo de fuerza pasiva generada en los cardiomiocitos en nuestras condiciones
experimentales.
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Introduccién

Las cardiomiopatias son una de las primeras causas de insuficiencia cardiaca y muerte subita, y afectan a
gran parte de la poblacion incluyendo jovenes. Estas enfermedades del miocardio se han clasificado en
distintas categorias: primarias (genéticas, mixtas o adquiridas) o secundarias que dan lugar a diferentes
fenotipos: cardiomiopatia hipertrofica (HCM), dilatada (DCM) y restrictiva (RCM) [1-3].

La cardiomiopatia hipertrofica es probablemente la cardiomiopatia genética mas comun afectando a 1 de
cada 500 individuos y caracterizada por engrosamiento de la pared del ventriculo izquierdo, alteraciones
en la contraccion cardiaca, fibrosis miocardica y disfuncion diastolica [4-6]. La etiologia se ha atribuido
principalmente a mutaciones en genes que codifican proteinas sarcoméricas, mas del 50% se asocia a
proteinas del filamento grueso: cadena pesada de la B-miosina (MYH?7) y proteina C de unién a miosina
(MYBPC3) [7, 4, 5, 8], mientras que otras mutaciones se han relacionado con proteinas del filamento
delgado [9]. Dentro de las cardiomiopatias adquiridas se encuentra la cardiomiopatia diabética que surge
como combinacion de alteraciones metabdlicas asociadas a diabetes mellitus. En este tipo de
cardiomiopatia, se produce estrés oxidativo y activacion de vias de sefalizacion implicadas en
inflamacion, remodelacion cardiaca y disfuncion diastdlica/sistolica [10]. La prevalencia de disfuncion
cardiaca en pacientes con diabetes mellitus tipo 1 y 2 se ha reportado cerca del 14.5% y 35%
respectivamente [11].

El sarcomero es la unidad funcional del miocardio y se define como la regién de miofilamento entre dos
discos-Z, cuya distancia comprende entre 1.6 a 2.2 micrémetros (um) [12]. Cada sarcomero esta
compuesto por filamentos altamente ordenados de actina, miosina y otras proteinas estructurales y
reguladoras. Dentro de las proteinas estructurales se encuentra la proteina gigante titina que abarca la
mitad del sarcomero y se extiende desde el disco-Z a la linea-M, asegurando la integridad del sarcomero y
la rigidez/elasticidad del miocardio [13]. La proteina C de unién a miosina (cMyBP-C) es también una
proteina sarcomérica del filamento grueso y se localiza en la zona-C de la banda-A, a ambos lados de la
linea-M [12] (Figura 1).

En el miocardio normal, cMyBP-C tiene un papel regulador en el desarrollo de la contractilidad al actuar
como una “cadena” que inhibe la interaccion entre actina y miosina, modulando el movimiento de las
cabezas de miosina [14, 15]. El 40% de las mutaciones relacionadas con el desarrollo de HCM se han
descrito en esta proteina, donde los puentes cruzados al estar menos restringidos, promueven la liberacion
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y el desplazamiento radial de las cabezas de miosina mas cerca de la actina. De este modo, se ha
propuesto que las interacciones actina-miosina son mayores promoviendo la hipercontractilidad del
musculo cardiaco [14, 16].
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Figura 1.- Representacion esquematica del sarcomero cardiaco y localizacion de proteinas
estructurales cMyBP-C vy titina. El sarcomero esta limitado por los discos Z. Los polimeros de
miosina forman la banda-A, miomesina forma la linea-M y ¢cMyBP-C se localiza en la zona-C. La
proteina titina se extiende desde la linea M hasta el disco-Z, se fija a miosina y en la region de la
banda-A es inextensible [12]. La banda I forma un resorte donde la titina se extiende-acorta y produce
fuerza pasiva durante la didstole cuando los sarcomeros se estiran.

La heterogeneidad genética y los distintos factores predisponentes de la miocardiopatia hipertrofica y
cardiomiopatia diabética han dificultado definir mecanismos especificos en el desarrollo de la
enfermedad. Modelos animales con mutaciones en cMyBP-C han mostrado un incremento en la
sensibilidad al calcio como estimulo primario en el desarrollo de hipertrofia [9]. Debido a que el calcio es
un importante modulador de la contraccién y generacion de fuerza en el miocardio [17], el presente
estudio se centrd en evaluar la sensibilidad al Ca* en cardiomiocitos como pardmetro que permite
analizar el proceso dinamico de contractilidad mediante la relacion entre concentracion de iones de calcio
libres y la fuerza generada por cardiomiocitos. El objetivo ultimo es el estudio de un modelo murino de
miocardiopatia hipertréfica creado en el laboratorio del CNIC con una mutacion puntual en cMyBP-C en
la posicion R502W, la mas frecuente en humanos [18].

Las propiedades elasticas del miocardio estan dadas en gran parte por la proteina titina que al distenderse-
acortarse determina la longitud del sarcomero y la fuerza pasiva generada por los cardiomiocitos [19]. La
fuerza pasiva en el musculo cardiaco es una propiedad mecanica que se desarrolla cuando el musculo es
estirado mas alla de su longitud basal siendo un determinante importante durante la relajacion y el llenado
ventricular [20]. Recientes estudios han demostrado que truncamientos en el gen de titina estan
relacionados con el desarrollo de cardiomiopatia dilatada (DCM) [21]. Recientemente se ha encontrado
que pacientes diabéticos con fallo cardiaco han mostrado un fenotipo asociado a DCM vy alteraciones en
titina [10].

Se ha descrito que altos niveles de glucosa promueven la formacion de productos finales de glicacion
(AGEs) en diversas proteinas [11]. En personas diabéticas el precursor principal es el metilglioxal (MG)
un subproducto reactivo de la glucolisis que modifica los residuos de arginina y lisina, produciendo un
dafio estructural e irreversible en proteinas [22, 23]. Estudios han mostrado que niveles altos de
metilglioxal contribuyen a la modificacion de las proteinas actina y miosina en pacientes diabéticos [22].
Niveles altos de AGEs en pacientes diabéticos se ha sefialado como factor causante de rigidez diastolica y
fibrosis [10], sin embargo los mecanismos ain no estdn completamente descritos. Por otro lado,
modificaciones postraduccionales en titina, particularmente cambios en la fosforilaciéon se han asociado
con el desarrollo de fallo cardiaco e incremento de la rigidez pasiva de cardiomiocitos [24]. Sin embargo,
se desconoce si otras modificaciones como fenomenos de glicacion en titina estan relacionados con
cambios en la rigidez del miocardio y desarrollo de la cardiomiopatia diabética. Por ello, proponemos la
caracterizacion de las propiedades mecanicas pasivas de cardiomiocitos incubados con MG.

Materiales y métodos.

Modelo murino

El tejido cardiaco fue obtenido de corazones congelados procedentes de ratones C57BL/6 de 12 semanas
de edad, que fueron congelados en nitrogeno liquido inmediatamente tras el sacrifico. Los tejidos fueron



preservados a -80°C hasta su uso. Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo con el comité
bioético del CNIC y del Area de Proteccion Animal de la Comunidad de Madrid (PROEX 042/18).

Aislamiento de cardiomiocitos permeabilizados

El aislamiento y permeabilizacion de cardiomiocitos se realizd mediante disrupcidon mecanica y quimica
realizando todos los procedimientos en frio para evitar la degradacion del tejido segun lo descrito
previamente [24-26] con pequefias modificaciones. Para ello se cortdé un pequeflo trozo de tejido
ventricular y se procesd en tampdn de aislamiento (Na,ATP 7.8 mM (Pancreac AppliChem), imidazol 20
mM, EGTA 4 mM, propionato de magnesio 12 mM, propionato de potasio 97.6 mM e inhibidor de
proteasas de acuerdo a las instrucciones del proveedor (VWR Life Science). Todos los reactivos proceden
de Millipore Sigma salvo que se especifique otra casa comercial.

El tejido fue disgregado mecanicamente utilizando dos protocolos de homogenizacion y digestion con
Triton X-100 (Millipore Sigma). En el protocolo A se utilizd un ultraturrax (IKA T-10) a maxima
velocidad (nivel 5: 25000 rpm) durante 6 segundos, homogenizando dos veces con 1 minuto de reposo en
frio entre cada una. El producto homogenizado fue centrifugado a 2600 rpm, 4°C por 3 minutos y el
sobrenadante fue eliminado cuidadosamente para descartar restos celulares. El pellet se incub6 con Triton
X-100 (0.5%) en tampon de relajacion durante 7 minutos en frio seguido de otra centrifugacion.

En el protocolo B se utilizé un ultraturrax (IKA T-18) a velocidad baja (nivel 4: 15000 rpm) durante 6
segundos, se centrifug6 en las mismas condiciones y se testdo una concentracion mas alta de Triton X-100
(1%) durante 7 minutos en frio. Las células obtenidas en ambos protocolos fueron lavadas 3 veces con
tampon de relajacion para descartar restos celulares, membranas y detergente. Las células fueron
resuspendidas en tampon de relajacion fresco y se almacenaron a 4°C hasta su uso. Los cardiomiocitos
obtenidos se utilizaron como maximo 48 horas tras su aislamiento.

Preparacion de tampones de calcio

Para determinar el estado contractil y sensibilidad al calcio de los cardiomiocitos, se disefié el estudio de
la relacion fuerza-pCa. El pCa de una solucion se conoce como el -logio de la concentracion de calcio
libre en el medio (pCa= -log [Ca"?]iibre). Se establecié un rango de pCa a evaluar entre 5.25 y 6.28, segin
lo descrito bibliografia [16]. Los calculos se realizaron en el programa informatico (Maxchelator
Ca/Mg/ATP/EGTA Calculator v2.2b constants from NIST database #46 V8, localizado en
maxchelator.stanford.edu) basado en lo descrito por Fabiato, 1979 [27].

Se prepard un tampoén de relajacion (pCa 8.9) que contenia: EGTA 7mM, imidazol 20mM, KCI
106.5mM, CaCl2 0.02mM, MgCl, 5.42mM y Na,ATP 4.76mM. También se preparé un tampon de
activacion (pCa 4.5) que contenia: EGTA 7mM, imidazol 20mM, KCI 93.95mM, CaCI2 7.01 mM, MgCl,
5.27mM y Na,ATP 4.81mM. El pH de las soluciones stock de Ca™ se ajustd a 7.0 con KOH 0.17N y la
fuerza ionica total de las soluciones fue de 166 mM (Mamidi et al., 2018a). Finalmente, las diferentes
soluciones con el pCa a evaluar (5.25-6.28), fueron preparadas mezclando proporciones adecuadas de
volumenes de los tampones stock de activacion (pCa 4.5) y relajacion (pCa 8.9) (Tabla 1). Las mezclas se
prepararon a temperatura ambiente y se realizaron alicuotas que fueron almacenadas a -20°C para su
posterior uso.

pCa pCa4.5 pCa8.9
8.90 0 1,000
6.28 0,550 0,450
6.10 0,650 0,350
6.00 0,720 0,280
5.85 0,770 0,230
5.74 0,810 0,190
5.65 0,840 0,160
5.46 0,890 0,110
5.25 0,930 0,070
4.50 1,000 0

Tabla 1.- Proporciones utilizadas para preparar los diferentes tampones con pCa intermedios
mezclando volimenes exactos de tampon de activacion (pCa 4.5) y tampon de relajacion (pCa 8.9).

Para la preparacion de los tampones stock de activacion (pCa 4.5) y relajacion (pCa 8.9) se consideraron
ciertas condiciones especiales: (1) Utilizar agua mili-Q para minimizar la contaminacién con Ca*? y otros
metales. (2) Todas las soluciones se prepararon y almacenaron en recipientes de plastico, evitando los
recipientes de vidrio con el fin de evitar que el EGTA uniera Ca™ del vidrio. (3) El pH se midi6



cuidadosamente, teniendo en cuenta que al agregar CaCl, se liberan protones debido a la uniéon de Ca*? al
EGTA, pudiendo alterar el pH final y la fuerza ionica del tampon. Todas las soluciones se alicuotaron y
congelaron a -20°C para evitar la degradacion del ATP [28].

Fijacion de cardiomiocitos y analisis en equipo cardiomyocyte stretcher

La caracterizacion mecanica de los cardiomiocitos se realizd con el sistema cardiomyocyte stretcher
16004 Permeabilized Myocyte System (Aurora Scientific Inc., Ontario, Canadd). Los procedimientos de
fijacién y mediciones de fuerza se realizaron como se ha descrito previamente [16, 20, 24-26]. El
cardiomyocyte stretcher se mont6 sobre un microscopio invertido (Nikon TE300, con objetivos ELWD
10X Phl y 40X Ph2, condensador Nikon ELWD) en una mesa de aislamiento de vibraciones (Newport).
El equipo consta de un Force Transducer (Model 406A, 0.5mN) y un Piezo Motor (315C-I1 50mN Force,
3mm Excursion, 0.40msec). Los cardiomiocitos permeabilizados fueron fijados por los extremos a las
agujas que estan unidas al Force Transducer y al Piezo Motor (Figura 2) y se manipularon mediante
controles motorizados conectados a las agujas que permitian hacer movimientos XYZ. El sistema también
incluia una platina (803B, Myocyte Test Apparatus) con 8 pocillos para colocar los diferentes tampones
de calcio a testar (Figura 3).

Para la fijacion de las células a las agujas, se colocod en un portaobjetos una dilucién 1:100 de células
permeabilizadas en tampon de relajacion, se observo la calidad de las células y se seleccion6 aquella con
sarcomeros definidos. Para el recubrimiento de las agujas del Force Transducer y Piezo Motor se
emplearon dos pegamentos diferentes segun el tipo de experimento. Cada pegamento requiere un
protocolo particular para recubrir las agujas y conseguir la maxima eficacia de fijacion. El pegamento
shellac (60 mg/mL en etanol al 70%, Millipore Sigma) se aplico a 65°C colocando una gota en el
portaobjetos, se recubri6 las puntas de las agujas formando un halo en ellas y se desplazaron para eliminar
el exceso de pegamento. Por otro lado, para aplicar el pegamento de silicona Aquasil (JBL) se traz6 una
linea del pegamento utilizando un hisopo de algodoén, se acercd levemente las puntas de las agujas y se
retiraron, se dejo secar 10-15 minutos antes de proceder a fijar las células. En ambos casos se localiz6 el
cardiomiocito de interés y las agujas fueron descendiendo poco a poco para fijarlo. El tiempo de accion
de los pegamentos vari6 de 1 minuto con el shellac a 30 minutos con la silicona Aquasil.

Una vez fijada la célula, se realiz6é una configuracion del equipo para proceder con los test mecanicos.
Esta configuracion incluyé la medicion de la longitud del sarcomero (SL, en micrémetros pm),
dimensiones celulares (largo y ancho en milimetros, mm) y fuerza basal (en milinewtons, mN). Para ello
las imagenes de la célula fueron digitalizadas y proyectadas en el programa (ASI600A Digital Controller)
utilizando una camara (ASI901D High-speed video). El algoritmo para medir SL se basé en que primero
se tuvo que alinear el cardiomiocito de manera horizontal proyectandolo al programa del ordenador,
después se definio una region rectangular de interés (ROI) donde los patrones de espectros en el programa
automaticamente predicen la longitud del sarcomero. Esto se debe a que el programa realiza una
transformacion rapida de Fourier para cada linea del video en el ROI y a su vez traduce la frecuencia de
pixeles de la imagen a la longitud del sarcomero [20, 29]. La longitud del sarcomero de los
cardiomiocitos en todos los experimentos se ajustdé a 1.8 (um) realizando pequefios estiramientos o
acortamientos de la célula manualmente con los controles motorizados (Figura 2).

Longitud del
sarcomero (L)

Regionde £
interés
Aguja force

transducer 8

Figura 2.- Representacion del cardiomiocito fijado a las agujas y los datos proporcionados de SL por
el programa ASI901D High-speed video (40X). La barra de escala representa 20 um.

Andlisis de sensibilidad al calcio (pCa)

Una vez fijado el cardiomiocito a las agujas del cardiomyocyte stretcher se establecidé un protocolo que
permitiera grabar todas las fuerzas de contraccion generadas por el cardiomiocito una vez expuesto a las
diferentes concentraciones de calcio (pCa 5.25-6.28). Para ello se comenzd haciendo un estiramiento
inicial para asegurar que el cardiomiocito fuera viable y estuviera bien fijado a las agujas. A continuacién
se ejecutd el protocolo previamente descrito [26, 30] donde el cardiomiocito fue cambiandose a las
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soluciones de pCa de menor a mayor concentracion (pCa 6.28-5.25), moviendo unicamente la platina del
microscopio. Cada cardiomiocito se mantuvo aproximadamente 5 segundos en cada solucion de calcio
(Figura 3) y se registraron las mediciones de fuerza y cambios en la longitud del sarcomero utilizando el
programa del equipo (ASI600A).

Force transducer

Piezoelectric motor

Qut
In

Figura 3.- Representacion esquematica de la configuracion del sistema y de los tampones de diferente
pCa. Una vez fijada la célula al motor y transductor, el cardiomiocito pudo trasladarse a las diferentes
soluciones de calcio que mantenian temperatura controlada, lo que permitio ir registrando la fuerza de
contraccion (mN) y cambios en SL (um) a través del tiempo.

Analisis del efecto de la glicacion en la rigidez de cardiomiocitos

Se estudiaron las alteraciones en la fuerza pasiva de cardiomiocitos de ratones wild-type expuestos al
agente glicante metilglioxal (MG). Para ello, se realizo el mismo procedimiento de aislamiento y fijacion
de cardiomiocitos permeabilizados al equipo y se incubd cada célula con MG 100 pM durante 30 y 60
minutos afiadiendo el compuesto directamente sobre la gota que contenia la célula fijada a las agujas del
equipo. ElI MG fue purificado y cedido amablemente por el Dr. Miguel Adrover Estelrich de la
Universitat de les Illes Balears (UIB).

Se establecid un protocolo que permitiera aplicar 6 estiramientos de 0.10 um en la longitud del sarcomero
en cada test. Los cardiomiocitos se dejaron en relajacion durante 10 minutos entre cada test. Se realizaron
3 test en cada célula para evaluar el efecto en las fuerzas pasivas desarrolladas por el cardiomiocito: (1)
antes de afiadir MG (estado basal), (2) tras 30 minutos de incubacién y (3) tras otros 30 minutos,
completando 60 minutos de incubacion total con MG (Figura 5A). Para poder promediar resultados de
distintas células, la fuerza pasiva en cada longitud de sarcomero se normalizé a la fuerza maxima
obtenida en la longitud de sarcomero mayor (2.4 pm), obteniendo los porcentajes de fuerza pasiva
producida por el cardiomiocito antes y después del tratamiento con MG. Se realizo el analisis estadistico
en el programa GraphPad Prism version 6.0

Resultados

Aislamiento de cardiomiocitos

En general, el aislamiento de cardiomiocitos por disrupcion mecanica tuvo un rendimiento bajo de células
optimas para estudios mecanicos. La cantidad de tejido a tratar influydé directamente en la suspension
celular obtenida, de cada extraccion de aproximadamente 5 microgramos (png) de tejido se obtenian 5 0 6
cardiomiocitos, pero no todos mantenian su estructura intacta, muchos de los cardiomiocitos eran muy
gruesos o se aislaban unos sobre otros perdiendo la visibilidad de los sarcomeros. Para los estudios
mecanicos se requerian cardiomiocitos aislados completamente y con patrones de estriacion visibles.

Siguiendo el protocolo A (alta velocidad de homogenizacion y baja concentracion de Triton-X100) se
obtuvieron cardiomiocitos con buenos patrones de estriacion, sarcomeros visibles y se observaron pocos
restos celulares. Mientras que con el protocolo B (baja velocidad de homogenizacion y alta concentracion
de Triton-X100) no se lograron aislar cardiomiocitos Optimos; los pocos cardiomiocitos estudiados
presentaban sarcomeros poco definidos y se observo abundancia de restos celulares y membranas (Tabla
2). Asi pues, el protocolo A se usé para aislar todas las células estudiadas en esta memoria.

Condiciones Imagen

Velocidad de homogenizacion alta
(25000 rpm) Membrangsy

Trit()n X-100 (05%) restos celulares
V
‘
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SN

Velocidad de homogenizacion baja
(15000 rpm)
Triton X-100 (1%).

Membranas y
restos celulares
=

oy s e

Tabla 2.- Resumen de caracteristicas de cardiomiocitos obtenidos en diferentes condiciones de
aislamiento: A) Velocidad de homogenizacion alta y concentracion de Triton X-100 baja.
B) Cardiomiocitos pobremente aislados a velocidad de homogenizacion baja y concentracion de
Triton X-100 alta. Observacion en microscopio fase 1 (10X) y magnificacion en ASI901D High-
speed video fase 2 (40X). Las barras de escala representan 20 pm.

Andlisis de sensibilidad al calcio (pCa)

Se calcularon las concentraciones de todos solutos y se prepararon los tampones con las diferentes
concentraciones de calcio. Los tampones se prepararon con un rango de pCa entre 4.5 y 8.9, manteniendo
en todos un pH de 7.0 y fuerza idnica de 166 mM. Los ajustes y calculos realizados en el programa
Maxchelator (maxchelator.stanford.edu) permitieron calcular las concentraciones exactas de calcio libre
que desedbamos tener en el medio de solucién, ya que por tratarse de concentraciones en el orden
nanomolar, pequefias modificaciones en la concentracion afectarian directamente el registro de fuerza de
contraccion de la célula.

La fijacion de cardiomiocitos a las agujas del equipo fue exitosa con shellac en el 70% de los intentos
permitiendo realizar los test mecanicos. Una vez fijada cada célula, se realizo la configuracion del equipo
midiendo la longitud de sarcomero inicial (SL en pm), dimensiones celulares (mm) y fuerza basal (mN),
para iniciar los test mecanicos. La fijacion de las células con el pegamento shellac no afectd su estructura
basal, observando que todas mantuvieron el patrén de estriacion de sarcomeros intactos, con SL basal de
1.8 um (Figura 4, Al, B1, C1). Sin embargo, cuando esas mismas células fijadas se movieron de la gota
de tampon de relajacion que las contenia para pasarlas a otra gota con tampon de relajacion (pCa 8.9), las
células mostraron total pérdida de la maquinaria estructural y contractil, imposibilitando realizar el test
mecanico (Figura 4 A2, B2, C2 mismas células después del cambio de gota). Debido a esta limitacion, no
se pudieron registrar las fuerzas de contraccion en los diferentes tampones de calcio.

Dado que las células se estropeaban al cambio de gota de tampon de calcio, se realizo la biisqueda de un
pegamento alternativo con base silicona. Se testo el pegamento Aquasil sobre varias células, adaptando el
protocolo de recubrimiento de las agujas para este pegamento dado su alta densidad. La eficacia de
fijacion de las células con el Aquasil fue del 6%, estropeando su estructura celular en el proceso (Figura 4
D1) y con una duracion de secado prolongado (30 minutos). Ademas de su baja eficiencia de fijacion, el
pegamento no mostré6 ninguna mejora en el proceso de cambio de tampoén de calcio, perdiendo
nuevamente la estructura de las células al realizar el cambio ahora al tampdn de activacion pCa 4.5
(Figura 4 D2). Debido a esta limitacion, no se pudieron registrar las fuerzas de contraccion en los
diferentes tampones de calcio.

Figura 4.- Imagenes de cardiomiocitos en estado basal en tampon de aislamiento y al moverlos a
tampon pCa 8.9. Al, Bl, Cl) Diferentes cardiomiocitos en estado basal fijados con pegamento
shellac. A2, B2, C2) mismos cardiomiocitos al cambiarlos a tampoén de relajacion pCa 8.9. D1)
Cardiomiocito en estado basal fijado con pegamento de silicona Aquasil, D2) mismo cardiomiocito al
cambiarlo a tampon de activacion (pCa 4.5). Magnificacion en ASI901D High-speed video fase 2
(40X). Las barras de escala representan 20 pm.
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Analisis del efecto de la glicacién en la rigidez de cardiomiocitos

Para conocer el posible efecto de glicacion en titina, se realizd un protocolo que permitiera medir la
fuerza pasiva generada por cardiomiocitos permeabilizados antes y después de tratarlos con metilglioxal
(MGQG) a diferentes SL (Figura 5 A). Los registros de fuerza pasiva se midieron con el tiempo, observando
como la fuerza iba a aumentando en cada estiramiento conforme se aumentaba la longitud del sarcomero.
En uno de los experimentos representativos se observd que la fuerza pasiva parecia aumentar ligeramente
al incubarse el cardiomiocito con MG durante 30 minutos y un decaimiento abrupto de la fuerza después
de 60 minutos totales de incubacién (Figura 5B). Tras realizar 8 experimentos, se observd que hubo una
disminucion ligera en el desarrollo de fuerza tinicamente a longitud de sarcomero de 2.1um, de 74.59%
antes de agregar MG a 67.87% después de 30 minutos de incubaciéon con MG y 65.16% a los 60 minutos
(n=8). Sin embargo, los niveles de fuerza pasiva permanecieron sin cambios en las otras longitudes de
sarcomero. En términos relativos, la fuerza pasiva disminuyo ligeramente en 6.72% (a los 30 minutos) y
9.43% (a los 60 minutos) de la fuerza pasiva inicial (74.59%) a una SL de 2.1 pm. Sin embargo, al
realizar comparaciones entre grupos se observd que no existia diferencia significativa (P=0.62, Kruskal-
Wallis test) en la fuerza pasiva registrada antes y después del tratamiento con metilglioxal a los 30 y 60
minutos de incubacion (Figura 5C).
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Figura 5.- Efecto del MG en la fuerza pasiva de cardiomiocitos murinos permeabilizados. (A)
Protocolo aplicado a cada célula fijada, el protocolo consta de un test basal, seguido de una
incubacion con MG de 30 minutos y una incubacion adicional de 30 minutos. Eje X (tiempo) y eje Y
(SL alcanzada en cada test). (B) Registros de la fuerza desarrollada en los test realizados en un
experimento representativo sobre una célula fijada. (C) Representacion de la tension pasiva relativa a
diferentes SL de los cardiomiocitos a diferentes tiempos de incubacion con MG. Las barras de error
representan la desviacion estandar de cada experimento. El tltimo punto corresponde a la fuerza
maxima con la que se normalizaron las fuerzas por lo que no tiene barra de error.

Discusion

Los test mecéanicos en cardiomiocitos individuales permiten caracterizar las propiedades activas (de
contraccion), y propiedades pasivas relacionadas con la rigidez y elasticidad que tienen los cardiomiocitos
al aplicar sobre ellos una fuerza. Para ello se requiere equipos con alta sensibilidad que permiten la

manipulacion mecanica y registro de fuerzas ejercida por las células, asi como de la optimizacion de
técnicas que permitan el aislamiento y extraccion de cardiomiocitos para su estudio a nivel individual.

Sin embargo, el aislamiento y fijacion de cardiomiocitos funcionales con buena resolucion optica de los
sarcomeros mientras se realiza el registro de fuerza a nivel milinewtons (mN) es una técnica desafiante y
que se ha ido mejorando a través del tiempo [30]. No siempre se logra una fijacion adecuada, la célula no
queda posicionada correctamente o incluso se puede desprender de las agujas si existen remanentes de
detergente en la célula. Es posible que el shellac, un pegamento en base etanol pudiera intervenir
provocando algiin cambio en la polaridad del medio y por tanto en la célula. Por otro lado, la velocidad de
los movimientos al proceder al cambio de gota de tampon, al ser manuales y no automaticos, pudieron
afectar cuando la célula rompe la tension superficial de la gota en que se encuentran. En el caso del
pegamento en base de silicona no teniamos experiencia ni puesto a punto coOmo recubrir las agujas
adecuadamente sin que estropearan los cardiomiocitos durante el proceso o no se adhirieran lo suficiente.
Ademas, al tratarse de una silicona muy densa, pegaba la célula en una superficie mayor a solo extremos
perdiendo visibilidad de los sarcomeros.

Basados en que diversos estudios en modelos murinos de cardiomiopatia hipertrofica con mutaciones en
cMyBP-C han mostrado una mayor sensibilidad al calcio y aumento en la generacion de fuerza [7, 16, 31-



36] se esperaria que el modelo futuro a caracterizar también presente un aumento en la sensibilidad al
calcio. El modelo murino, portador de la mutacion R502W en cMyBP-C desarrolla disfuncion diastolica
y engrosamiento de las trabéculas (datos no publicados del laboratorio). Debido a ello, es posible que los
cardiomiocitos de este modelo presenten una mayor sensibilidad al calcio, lo cual podria contribuir a una
hipercontractilidad de las células como ocurre en otros modelos animales (Wijnker & van der Velden,
2020). Estos efectos también se han observado en preparaciones miocardicas humanas que presentan
alguna mutacién en cMyBP-C en heterocigosis, mostrando una disfuncién sarcomérica caracterizada por
capacidades de fuerza disminuida en concentraciones altas de calcio y mayor generacion de fuerza a
niveles bajos de calcio [37, 38].

Hasta la fecha, son pocos los datos reportados en modelos animales acerca del posible fendmeno de
glicacion en titina, es por ello que se decidié analizar si el metilglioxal, un agente altamente glicante,
producia un efecto en el desarrollo de fuerza pasiva en cardiomiocitos normales wild-type. Aun cuando la
fuerza pasiva disminuyo6 ligeramente en 6.72% (a los 30 minutos) y 9.43% (a los 60 minutos) de la fuerza
pasiva inicial (74.59%) a un SL de 2.1 um (Figura 5C), fue un efecto muy por debajo al de otras
modificaciones inducidas en titina, de hasta el 40% [24].

La ausencia de cambios evidentes en el registro de fuerza antes y después del tratamiento con metilglioxal
puede deberse a que los dominios ricos en lisina y arginina (Papadaki et al., 2018) donde actua el MG
probablemente no estdn completamente expuestos en titina por lo que no se logra observar el efecto de
glicacion. Este efecto ha sido observado en otros estudios, como por ejemplo en la glutationilacion de
titina [39].

Por otro lado, en un estudio similar donde se evalud el fendmeno de glicacion en titina tampoco se
encontrd cambios en la fuerza pasiva al exponer cardiomiocitos con MG por 20 minutos, inicamente
encontrando modificaciones por MG en los filamentos de actina y miosina afectando las propiedades
mecanicas de los miofilamentos [22]. Sin embargo, se requiere de estudios adicionales evaluando
diferentes condiciones que permitan conocer a profundidad el probable efecto de la glicacion en titina y
su posible participacion en el desarrollo de cardiomiopatia diabética.

Conclusiones

Los ensayos en cardiomiocitos individuales son una forma funcional de evaluar las propiedades
mecanicas del miocardio, de manera que los resultados a nivel celular se pueden trasladar a nivel
muscular.

Hemos optimizado la parte inicial del protocolo de sensibilidad al calcio en cardiomiocitos, ensayos que
se terminaran de poner a punto para posteriores estudios en el modelo murino con mutacién en cMyBP-C
(R502W).

El metilglioxal parece no tener ningtin efecto sobre la glicacion en titina, por lo que se necesitan ensayos
adicionales, en los que se explore la hipotesis de que la actividad mecanica de titina potencia los efectos
de MG.

Perspectivas Futuras

Emplear y optimizar el recubrimiento de las agujas Force Transducer y Piezo Motor con los pegamentos
apropiados para realizar los experimentos de sensibilidad al calcio. Para ello, habra que probar otros
pegamentos caracterizados en la literatura, y estudiar la compatibilidad con los sistemas de tampon de
calcio empleados. Una vez puesto a punto el método, se caracterizard la mecéanica del modelo murino con
mutaciéon en cMyBP-C (R502W).

Realizar experimentos adicionales que permitan estirar y exponer los dominios estructurales de titina,
para evaluar el posible efecto de glicacion en titina y su contribucion en el desarrollo de fuerza pasiva. Es
necesario también evaluar diferentes concentraciones de MG y pureza del reactivo para posteriores
estudios.
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