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Resumen

El crecimiento acelerado de Ila industria nanotecnolégica ha incrementado
significativamente la exposicion humana y ambiental a las nanoparticulas de oro
(AuNPs). A pesar de su prometedora aplicacion biomédica e industrial, existe
preocupacion debido a la limitada regulacion y a la evidencia de toxicidad en diversos
modelos bioldgicos. Si bien se ha documentado que las particulas incidentales de la
contaminacion del aire incrementan la mortalidad cardiovascular, el impacto de las
nanoparticulas ingenierizadas, como las AuNPs, en el corazon sigue siendo poco
explorado. La mayoria de los estudios sobre cardiotoxicidad de AuNPs se limitan a la
bioacumulacién o a la histopatologia, dejando de lado el impacto en la funcion
cardiaca.

El presente trabajo tuvo como objetivo central evaluar la cardiotoxicidad inducida por
la administracion intraperitoneal de AUNPs menores de 20 nm en un modelo murino,
analizando las alteraciones a diferentes niveles y, principalmente, la expresion in situ
y la topologia subcelular de la proteina conexina 43 (Cx43) bajo esquemas de
administracién aguda de 7 dias y crénica de 28 dias.

Se emplearon 48 ratones macho de la cepa C57BL/6J, a los cuales se les
administraron AUNPs de 5, 10 0 15 nm. Se disefid una estrategia de evaluacion integral
que incluyd: analisis de toxicidad manifiesta (peso corporal y supervivencia), perfil
sérico cardiaco, anatomia de superficie, morfometria ventricular, histopatologia y
analisis de expresion total mediante Western Blot e inmunodeteccion confocal para

determinar la topologia subcelular de la proteina Cx43, dos de sus fracciones
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fosforiladas (pS368Cx43, pS?%2Cx43) y su interaccion con la proteina de anclaje B-
catenina.

Nuestros resultados mostraron que las AuNPs inducen cardiotoxicidad caracterizada
por un remodelado cardiaco en los niveles organicos, tisulares, celulares y
moleculares, con un patrén dependiente del tiempo de administracion pero
independiente del tamafo de la nanoparticula. La administracion aguda de AuNPs se
caracterizoé por la ausencia de remodelacién a nivel organico. En contraste, a nivel
histolégico observamos alteraciones como vacuolizacion y degeneracion vacuolar,
junto con fibrosis asociada a un aumento de la proliferacion de fibroblastos cardiacos,
lo que sugiere un intento temprano de reparacion tisular. Molecularmente, aunque la
expresion total de la proteina Cx43 no cambid, encontramos una remodelacion
topoldgica caracterizada por la reduccion de la sefial en el disco intercalar y un
incremento concomitante de las internalizaciones y lateralizaciones. Por su parte, la
administracién crénica de AuNPs se distinguié por la aparicion de remodelado
organico: aunque el peso cardiaco no varid, observamos atrofia ventricular y la
adopcién de una geometria esférica. Histolégicamente, el dafio celular persistio y se
confirmd la atrofia de los cardiomiocitos; sin embargo, la fibrosis no progreso, hallazgo
que se asocié con el retorno de la proliferacién de fibroblastos cardiacos a niveles
basales. A nivel molecular, al igual que en la administracion aguda de AuNPs, no hubo
cambios en la expresion total de la proteina Cx43, pero las alteraciones topoldgicas se
acentuaron, predominando la pérdida de localizacién en el disco intercalar frente al

aumento de internalizaciones y lateralizaciones.
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En general, la remodelacion topolégica de la proteina Cx43 se asocié con su
fosforilacidon en el residuo S368, la cual exhibid un patrén de redistribucion similar: una
marcada disminucion en el disco intercalar concomitante con un incremento en las
internalizaciones y lateralizaciones. Asimismo, la co-translocacién de las proteinas
Cx43 y la B-catenina durante estos procesos mostrdé que el dafio no se limita a las
uniones comunicantes, sino que puede comprometer la integridad estructural del disco
intercalar. Finalmente, identificamos la presencia nuclear de la fraccion pS22Cx43 en
fibroblastos cardiacos y cardiomiocitos. En los fibroblastos cardiacos, la disminucion
de esta fosforilacién se asocié con el aumento de proliferacion celular al final de la
administracién aguda de AuNPs; en contraste, su disminucion en los cardiomiocitos no
logro activar una respuesta anabdlica efectiva

Este trabajo mostré que las AuNPs no son materiales biolégicamente inertes, ya que
poseen un potencial cardiotéxico que induce atrofia ventricular, dano histolégico y un
posible desacoplamiento eléctrico. Estos hallazgos, que ocurren en ausencia de
toxicidad manifiesta, subrayan la urgencia de establecer regulaciones estrictas sobre
su aplicacion industrial y biomédica, asi como sobre su liberacion al medio ambiente

para prevenir un nuevo factor de riesgo cardiovascular.



Abstract

The rapid expansion of the nanotechnology industry has significantly increased human
and environmental exposure to gold nanoparticles (AuNPs). Despite their promising
biomedical and industrial applications, concerns persist due to limited regulation and
evidence of toxicity across various biological models. While it is well-documented that
incidental particulate matter from air pollution increases cardiovascular mortality, the
impact of engineered nanoparticles, such as AuNPs, on the heart remains largely
underexplored. Most studies on AuNP cardiotoxicity are limited to bioaccumulation or
histopathology, often overlooking the impact on cardiac function.

The main aim of this study was to evaluate the cardiotoxicity induced by the
intraperitoneal administration of AUNPs smaller than 20 nm in a murine model. We
analyzed alterations at various levels, specifically focusing on the in-situ expression
and subcellular topology of the Connexin 43 (Cx43) protein under acute (7-day) and
chronic (28-day) administration regimens.

Forty-eight male C57BL/6J mice were administered AuNPs of 5, 10, or 15 nm. A
comprehensive assessment strategy was designed, including analyses of overt toxicity
(body weight and survival), cardiac serum profile, surface anatomy, ventricular
morphometry, histopathology, and total expression analysis via Western Blot and
confocal immunodetection to determine the subcellular topology of Cx43, two of its
phosphorylated fractions (pS368Cx43, pS262Cx43), and its interaction with the anchoring

protein B-catenin.



Our results demonstrate that AUNPs induce cardiotoxicity characterized by cardiac
remodeling at the organ, tissue, cellular, and molecular levels, exhibiting a time-
dependent pattern that is independent of nanoparticle size. Acute administration of
AuNPs was characterized by the absence of remodeling at the organ level. In contrast,
at the histological level, we observed alterations such as vacuolization and vacuolar
degeneration, alongside fibrosis associated with increased cardiac fibroblast
proliferation, suggesting an early attempt at tissue repair. Molecularly, although total
Cx43 protein expression remained unchanged, we found topological remodeling
characterized by a reduction of the signal at the intercalated disc and a concomitant
increase in internalizations and lateralizations. Conversely, chronic administration of
AuNPs was distinguished by the emergence of organ-level remodeling: although
cardiac weight did not vary, we observed ventricular atrophy and the adoption of a
spherical geometry. Histologically, cellular damage persisted, and cardiomyocyte
atrophy was confirmed; however, fibrosis did not progress, a finding associated with
the return of cardiac fibroblast proliferation to basal levels. At the molecular level, similar
to the acute phase, there were no changes in total Cx43 expression, but topological
alterations were exacerbated, with a predominant loss of localization at the intercalated
disc versus an increase in internalizations and lateralizations.

Overall, the topological remodeling of Cx43 was associated with its phosphorylation at
residue S368, which exhibited a similar redistribution pattern: a marked decrease at the
intercalated disc concomitant with an increase in internalizations and lateralizations.
Furthermore, the co-translocation of Cx43 and [B-catenin during these processes

indicated that damage is not limited to gap junctions but may also compromise the
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structural integrity of the intercalated disc. Finally, we identified the nuclear presence of
the pS262Cx43 fraction in cardiac fibroblasts and cardiomyocytes. In cardiac fibroblasts,
the decrease in this phosphorylation was associated with increased cell proliferation at
the end of the acute administration; in contrast, its decrease in cardiomyocytes failed
to activate an effective anabolic response.

This work demonstrates that AUNPs are not biologically inert materials, as they possess
a cardiotoxic potential that induces ventricular atrophy, histological damage, and
electrical uncoupling. These findings, which occur in the absence of overt toxicity,
underscore the urgency of establishing strict regulations regarding their industrial and
biomedical application, as well as their release into the environment, to prevent the

emergence of a new cardiovascular risk factor.
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l. Introduccion

1.1. Las enfermedades cardiovasculares y su relaciéon con la contaminacion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) representan la principal causa de muerte y
discapacidad a nivel mundial (GBD 2021 Causes of Death Collaborators, 2024). El
estudio Global Burden of Disease (GBD) estim6 que en 2023, las ECV causaron
aproximadamente 19 millones de muertes en todo el mundo (alrededor del 32% del
total de muertes) debidas principalmente a cardiopatias isquémicas y accidentes
cerebrovasculares (Institute for Health Metrics and Evaluation [IHME], 2023). México
no es una excepcion a la tendencia global. Segun datos del Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI), las enfermedades del corazén se han consolidado
como la primera causa de muerte en el pais, con mas de 190,000 defunciones (cerca
del 23% del total de muertes) reportadas para el afio 2024 (INEGI, 2025).

Las ECV se relacionan en gran medida a factores de riesgo tradicionales, como
alteraciones cardiometabdlicas (hipertension, dislipidemia, diabetes, obesidad),
factores conductuales (alcoholismo, tabaquismo, dieta deficiente, sedentarismo), y
factores no modificables, como el envejecimiento y el sexo biolégico (North et al., 2012;
Rodgers et al., 2019; Yusuf et al., 2020). Sin embargo, la evidencia reciente ha
consolidado a factores ambientales —por ejemplo, la exposicion humana a la
contaminacioén del aire— como una causa determinante en el desarrollo de ECV y
mortalidad (Yusuf et al., 2020; Rajagopalan & Landrigan, 2021; de Bont et al., 2022).

La contribucion de la contaminacion del aire al desarrollo de las ECV y mortalidad es



considerable alarmante (Brook et al., 2010). Tan solo en el afio 2019, el estudio GBD
estimé que la contaminacion del aire fue responsable de cerca de 6.7 millones de
muertes en todo el mundo, de las cuales el 61.9% de las muertes fueron de origen
cardiovascular, comprendiendo un 31.7% por cardiopatias isquémicas y un 27.7% a
accidentes cerebrovasculares (GBD 2019 Risk Factors Collaborators, 2020).

La fuerte asociacion entre la contaminacién del aire y las ECV se atribuye en gran
medida a las particulas incidentales. Especificamente, las particulas finas (< 2.5 ym
de diametro aerodinamico medio de masa [PM2s]) y las particulas ultrafinas (< 0.1 pm
[UFP]) —que por su tamafo son, de hecho, nanoparticulas— se consideran los
agentes mas toxicos (Brook et al., 2010). Su diminuto tamafio les permite evadir las
defensas pulmonares, translocarse a la circulacion sistémica e inducir mecanismos
patolégicos subyacentes (Oberdorster et al., 2005). La cardiotoxicidad reportada de
estas particulas incidentales genera una pregunta paralela y urgente: ; qué sucede con
las nanoparticulas ingenierizadas, como las nanoparticulas metalicas, a las que la
poblacion esta cada vez mas expuesta a través de la nanomedicina, asi como

productos de consumo y contaminacion de la industria nanotecnolégica?

1.2. El corazén: anatomia, histologia y funcién

1.2.1. Aspectos anatédmicos basicos del corazén

El corazon, organo principal del sistema cardiovascular de los vertebrados, es un
musculo hueco que funciona como una bomba que transporta a la sangre a través de

todo el sistema circulatorio (Standring, 2020).
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Figura 1. Relaciones espacialeé del corazon. A. Posicfon in situ del corézé‘n (C) y su relacién con los pulmones
derecho (Pd) e izquierdo (Pi), y el diafragma (D). B. Silueta cardiaca representada por una piramide invertida, con
una base (linea punteada) y una punta (X). C. Borde derecho (color verde) y borde izquierdo (color rojo) vistos
desde la punta del corazén. Brujula: anterior (A), derecha (D), inferior (In), posterior (P), superior (S). Imagenes
modificadas de Anderson y Becker (1981).

Anatdmicamente, el corazon se ubica en el mediastino medio de la cavidad toracica,
entre los pulmones y descansando sobre el diafragma (Figura 1A) (Anderson y Becker,
1981). Generalmente, se describe que la silueta cardiaca tiene aspecto de piramide
invertida. La base, definida por la linea imaginaria entre los apéndices atriales y la
emergencia de los grandes vasos, se dirige posteriormente; mientras que el vértice
(punta o apex), formado por la parte infero-lateral del ventriculo, se proyecta infero-
anteriormente y hacia la izquierda (Figura 1B) (Anderson y Becker, 1981). Los lados
de la piramide estan formados por cuatro caras: la cara anterior (o esternocostal), que
se ubica detras del esterndn y entre las costillas; la cara inferior (o diafragmatica),
sobre la que descansa la piramide en el diafragma; la cara izquierda (o pulmonar
izquierda), que esta en contacto con la impresién cardiaca del pulmoén izquierdo; y la
cara derecha (o pulmonar derecha), que se orienta hacia el pulmén derecho

(Standring, 2020). Asimismo, tiene dos bordes principales: el borde derecho, que es



un borde agudo entre las caras anterior e inferior del corazon, y el borde izquierdo, que

es un borde obtuso entre las caras anterior e izquierda, ambos extendiéndose desde

la base hasta la punta del corazén (Figura 1C) (Standring, 2020).
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Figura 2. Resumen esquematico de la circulacion cardiaca. Abreviaturas: Atrio derecho (Ad), Atrio izquierdo (Ai),

Ventriculo derecho (Vd), Ventriculo izquierdo (Vi). Imagen modificada de Tortora & Derrickson (2017).

Internamente, el corazébn es un o6rgano hueco dividido en cuatro cavidades

morfolégicamente distintas,

disefiadas

para mantener un flujo sanguineo

unidireccional: dos cavidades superiores, el atrio derecho (Ad) y el atrio izquierdo (Ai),

y dos cavidades inferiores, el ventriculo derecho (Vd) y el ventriculo izquierdo (Vi)

(Standring, 2020). Las cavidades derechas se mantienen separadas de las izquierdas



por el tabique interatrial (TIA), el tabique atrioventricular (TAV) y el tabique
interventricular (TIV), lo que es crucial para mantener la sangre venosa (circulacion
pulmonar) independiente de la sangre arterial (circulacién sistémica) (Standring, 2020).
El flujo de la sangre a través de estas cavidades esta controlado por cuatro valvulas
que aseguran su paso en una sola direccidn. Las valvulas atrioventriculares derecha
e izquierda regulan el flujo de los atrios a los ventriculos. Por su parte, las valvulas
semilunares (pulmonar en el lado derecho y adrtica en el izquierdo) controlan la salida
de la sangre desde los ventriculos hacia las grandes arterias (Standring, 2020). Este
sistema de tabiques y valvulas dirige la circulacién de forma precisa: la sangre venosa
(pobre en oxigeno) llega al Ad, pasa al Vd y es bombeada a los pulmones para
oxigenarse. Una vez oxigenada, la sangre regresa al Ai, fluye hacia el Vi y es
finalmente impulsada a través de la aorta para distribuirse por todo el cuerpo (Figura
2) (Standring, 2020). De esta manera, el corazén esta contiguo a una red de circuitos
cerrados de arterias, capilares y venas que permiten la circulacion de la sangre como

vehiculo de nutrientes esenciales, productos de desecho y xenobidticos.

1.2.2. El miocardio

La pared del corazén estd compuesta por tres capas: el epicardio (externa), el
miocardio (media) y el endocardio (interna) (Figura 3A). Esta arquitectura basica se
mantiene en todas las cavidades del corazén, presentandose diferencias regionales

en la composicién y el grosor de una o mas capas (Maleszewski et al., 2016).



A Localized cells

Arteries
Endothelial Cells
Smooth Muscle Cells

Pericardium
Mesothelial Cells

. @) Myocardium

Endocardium
= Endothelial Cells
\
A

% Epicardium
\\ Epicardial cells
\

/1 ,\) )‘\ Cardiomvocyte

Extracellular Matrix £
. vA ‘ =

Collagen | & Il
70% by volume

. Endothelial cells
v 00 Elastin ;

<20% by volume

e /
Laminin
<10% by volume

Figura 3. Composicion celular del corazén. A. Localizacion de los tejidos del corazén. B Componentes del

Immune cells

Intercardlac neurons

miocardio. Imagen modificada de Salem y colaboradores (2022).

De las tres capas de la pared cardiaca, el miocardio confiere mayor volumen y es la
responsable de la accién de bombeo (Figura 3B). Histolégicamente, el miocardio esta
formado principalmente por cardiomiocitos, células musculares estriadas de
contraccion involuntaria (Maleszewski et al., 2016), que representan gran parte del
volumen del miocardio pero solo alrededor del 30% del contenido celular en nimero
(Pinto et al., 2015). Los cardiomiocitos son células alargadas, a menudo ramificadas,
y presentan uno o dos nucleos centrales ovalados (Maleszewski et al., 2016). La

caracteristica fundamental de los cardiomiocitos es que no actuan de forma aislada,



sino como un sincitio funcional. Esta coordinacién es posible gracias a los discos
intercalares, que son estructuras complejas donde los sarcolemas de los extremos de
cardiomiocitos adyacentes se unen estrechamente (Nielsen et al., 2023). Existen dos
poblaciones de cardiomiocitos: los cardiomiocitos de trabajo, cuya funcién principal es
la contraccion de los atrios y los ventriculos, y los cardiomiocitos especializados del
sistema de conduccion, que generan y propagan el impulso eléctrico para coordinar
cada latido (Maleszewski et al., 2016).

Otro componente fundamental del miocardio son los fibroblastos cardiacos. Aunque
los fibroblastos aportan poco volumen al tejido, son una poblacién celular que
constituye alrededor del 20% del total de las células del corazén (Pinto et al., 2015).
Los fibroblastos cardiacos son células alargadas, fusiformes o estrelladas con
prolongaciones citoplasmaticas, las cuales presentan un nucleo ovalado y eucromatico
(Maleszewski et al., 2016). Su funcidn principal es proporcionar soporte estructural, ya
que producen y mantienen la matriz extracelular que da sostén a los cardiomiocitos.
Ademas, son cruciales en la respuesta a lesiones, ya que son responsables de la
reparacion de heridas, de la formacién de cicatrices tras un infarto y de los procesos
patolégicos de fibrosis cardiaca (Porter y Tuner, 2009).

El resto de los componentes del miocardio incluye una vasta red vascular compuesta
por células endoteliales, que recubre la superficie interna de los vasos sanguineos.
Asimismo, se compone de células de musculo liso rodeando los vasos sanguineos,
con excepcion de los capilares y las vénulas poscapilares. Finalmente, una poblacion

de células inmunitarias residentes, como macréfagos y mastocitos, se encarga de la



vigilancia y reparaciéon del tejido, completando la diversa composicion celular del

miocardio (Maleszewski et al., 2016).
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Figura 4. Representacion esquematica del sistema de conduccién cardiaca. Imagen modificada de Tortora &
Derrickson (2017) .

1.2.3. La funcién cardiaca: descripcion basica del sistema de conduccion

El sistema de conduccion del corazén inicia y propaga el impulso eléctrico, lo que
resulta en la contraccion sincronizada de los atrios y, posteriormente, los ventriculos.
En un corazén sano, la contraccion comienza en el nodo sinoatrial (marcapasos
natural) y se extiende a través de los atrios hasta el nodo atrioventricular, donde
experimenta un breve retraso. Desde alli, el impulso viaja rapidamente por el fasciculo
atrioventricular (o haz de His) y sus ramificaciones hasta las ramas subendocardiales

(o fibras de Purkinje), que lo distribuyen a los ventriculos. Una vez que el impulso



alcanza a los cardiomiocitos de trabajo, la contraccidon se propaga de una célula a otra
como una onda expansiva (Figura 4) (Tortora & Derrickson, 2017).

La funciéon contractil del corazén depende de los cardiomiocitos del sistema de
conduccion. A diferencia de los cardiomiocitos de trabajo, los cardiomiocitos del
sistema de conduccion estan modificados para generar y propagar los impulsos
eléctricos. Histologicamente, se distinguen de los cardiomiocitos de trabajo por
contener menos miofibrillas debido a la escasez de proteinas sarcoméricas, y estar
aislados por vainas de tejido fibroso (Anderson et al., 2009). Sus propiedades
electrofisiologicas también son uUnicas: poseen automaticidad, es decir, la capacidad
de generar su propio ritmo. En lugar de un potencial de reposo estable, tienen canales
ibnicos especiales, llamados canales Funny (o canales I;), que permiten una "fuga”
lenta y constante de iones positivos (Na* y K*) hacia el interior de la célula. Esta fuga
eleva el voltaje espontaneamente hasta alcanzar el umbral, disparando un potencial
de accion ritmico (Barbuti & DiFrancesco, 2008; DiFrancesco, 2010). Ademas, su
acoplamiento eléctrico es distinto: en lugar de la proteina conexina 43 (Cx43) que
domina a los cardiomiocitos de trabajo, el sistema de conduccién expresa diferentes
isoformas de conexinas. La proteina conexina 45 (Cx45), por ejemplo, tiene una
expresion restringida y dominante en los nodos sinoatrial y atrioventricular, asi como
en el fasciculo atrioventricular y las ramas subendocardiales (Coppen et al., 1998;
Coppen et al., 1999). La proteina Cx45 forma canales de baja conductancia que son
fundamentales para generar el ritmo y el retraso fisiolégico del nodo atrioventricular

(Temple et al., 2013). Por su parte, la proteina conexina 40 (Cx40) es la isoforma



dominante en los componentes de conduccién rapida del sistema, como el fasciculo
atrioventricular y las ramas subendocardiales, ya que forma canales de alta
conductancia (Kanter et al., 1993; Gros et al., 1994). Este aislamiento, tanto fisico
como funcional, asegura que el impulso eléctrico viaje de forma ordenada a través del
sistema de conduccion antes de transmitirse a los cardiomiocitos de trabajo para la

contracciéon del corazon.

1.3. La comunicacioén intercelular como base de la funcién cardiaca

1.3.1. El disco intercalar

Un latido del corazon es el resultado de millones de cardiomiocitos que se contraen en
sincronia. De esta manera, la funcion cardiaca a nivel celular depende de la actividad
de los cardiomiocitos como un sincitio funcional, lo que logran mediante su
acoplamiento mecanico y eléctrico. Este acoplamiento es posible gracias al disco
intercalar: una estructura compleja, dispuesta perpendicularmente al eje longitudinal
de la célula, donde los sarcolemas de cardiomiocitos adyacentes se unen
estrechamente a través de diferentes uniones celulares (Figura 5A) (Nielsen et al.,
2023).

A nivel ultraestructural, el disco intercalar no es una linea recta como se observa en
microscopia optica, al contrario, consiste en una morfologia escalonada con regiones
transversales (regiones plicadas) y longitudinales (regiones interplicadas) alternas
(Figura 5B) (Fawcett & McNutt, 1969). Esta arquitectura separa espacialmente las
uniones celulares segun su funcién. Las regiones plicadas, que soportan la mayor

tensién, anclan las uniones mecanicas (desmosomas y uniones adherentes). Por el
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contrario, las regiones interplicadas, paralelas al eje de la célula, albergan las uniones

comunicantes, creando un camino principal para la rapida propagacién del impulso

eléctrico (Nielsen et al., 2023).

Figura 5. Disco intercalar. (A) Microfotografia de miocardio en corte longitudinal (tincién de H&E, aumento 360 X).
Las flechas senalan a los discos intercalares. (B) Microfotografia de miocardio en corte longitudinal, donde se
muestran estructuras tipicas de uniones adherentes, desmosomas y uniones comunicantes en el disco intercalar

(microscopia electrénica de transmisién, barra de escala corresponde a 1um). Imagen tomada de Nielsen et al.
(2023).
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1.3.2. Las uniones comunicantes

Las uniones comunicantes son grupos de canales proteicos intercelulares que
permiten la difusion directa de iones y moléculas pequefas entre células adyacentes
de practicamente todos los tejidos solidos (Goodenough & Paul 2009). Las uniones
comunicantes estan compuestas exclusivamente por una familia de proteinas
transmembrana altamente homologas conocidas como conexinas. Hasta el momento,
se han identificado 21 isoformas de conexinas en humanos, las cuales normalmente
se denominan segun su peso molecular en kiloDaltons (kDa) (Beyer & Berthoud, 2018;
Rodriguez-Sinovas et al., 2021).

Aunque cada isoforma presenta propiedades electrofisioldgicas distintas (Veenstra et
al.,, 1995), todas comparten una estructura similar: cuatro dominios a-hélice
transmembrana (M1-M4) interconectados por dos bucles extracelulares (E1y E2) y un
bucle citoplasmatico (CL), con los extremos amino y carboxilo terminales orientados
hacia el citoplasma (Figura 6A) (Sosinsky & Nicholson, 2005). Asimismo, la formacién
de la unidbn comunicante sigue un proceso de ensamblaje jerarquico para todas las
isoformas de conexina. Primero, la oligomerizacién de seis moléculas de conexina
forma un hemicanal cilindrico, llamado conexén. Posteriormente, dos conexones de
células adyacentes se acoplan en el espacio extracelular para crear un canal
intercelular (o unidbn comunicante) (Figura 6B). Finalmente, el agrupamiento de cientos
0 miles de uniones comunicantes en una regién de la membrana citoplasmatica da
lugar a la placa comunicante (Figura 6C) (Sosinsky & Nicholson, 2005).

Las uniones comunicantes facilitan el acoplamiento eléctrico al permitir el flujo

intercelular directo de iones, que propaga el potencial de accién entre células
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adyacentes de tejidos excitables. Ademas, proveen acoplamiento metabdlico al
permitir la transferencia de moléculas pequefias (~1 kDa, dependiendo de la isoforma
de conexina) y segundos mensajeros, asegurando que un grupo de células pueda

responder a una sefnal de manera unificada (Goodenough & Paul, 2009).
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Figura 6. Niveles de organizacién de la placa comunicante. A. Estructura de la proteina Cx43. B. Formacién de la
unién comunicante. C. Placa comunicante. llustracién de modificada de Mariana Ruiz (LadyofHats), Dominio
publico, via Wikimedia Common

1.3.3. Estructura, funcion y regulacién de la proteina Cx43

La proteina Cx43 es la isoforma mas abundante en el corazdn, se expresa
principalmente en el miocardio de trabajo y, en menor grado, en partes del sistema de
conduccion ventricular (Beyer et al., 1987; Beyer et al., 1989; Kanter et al., 1993; Gros

et al., 1994). En el miocardio de trabajo, la proteina Cx43 es un componente
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fundamental del disco intercalar de los cardiomiocitos, donde su funcion es
indispensable para el acoplamiento eléctrico que permite la contraccion coordinada.
Si bien la proteina Cx43 comparte la estructura general de las demas conexinas, se
distingue por su extremo carboxilo terminal. Este extremo es intrinsecamente
desordenado (IDP), a excepcidon de dos dominios a-helicoidales (Sorgen et al., 2004).
Este desorden intrinseco le permite al extremo carboxilo terminal de Cx43 funcionar
como una plataforma de sefalizacién, y afade flexibilidad en la unién, ya que
pequefias alteraciones —por ejemplo, modificaciones postraduccionales— pueden
inducir grandes cambios en las afinidades de union (Sorgen et al., 2004; Sorgen et al.,
2018).

La proteina Cx43 es codificada por el gen constitutivo GJA1 (Gap Junction Protein
Alpha 1) (Fishman et al., 1991), y su expresion génica continua es esencial para
sostener el recambio rapido y constante de la proteina Cx43, con una vida media de 1
a 2 horas en el corazon (Laird et al., 1991; Beardslee et al., 1998).

Al ser una proteina transmembranal, el recambio de Cx43 esta dirigido por el sistema
de endomembranas (Figura 7). Su sintesis inicia en los ribosomas del reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), donde la proteina se inserta co-traduccionalmente en
la membrana, asegurando su correcto plegamiento y orientacion (Nielsen et al., 2012).
En el RER, la proteina Cx43 permanece como mondmero y no se oligomeriza (Musil
& Goodenough, 1993). Como mondmero, la proteina Cx43 viaja del RER a la red cis-
Golgi (CNG) mediante transporte mediado por el complejo proteico de coatomero |l

(CORPII), un proceso controlado por la pequeia GTPasa Sar1 (Majoul et al. 2009). Su
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transito a través del aparato de Golgi es fundamental, ya que, a diferencia de otras
proteinas transmembranales, las conexinas se oligomerizan tardiamente (Nielsen et
al., 2012). De esta manera, en la red trans-Golgi (TNG) es donde seis monémeros de
Cx43 se oligomerizan para formar un conexdon (Musil & Goodenough, 1993).
Finalmente, los conexones ensamblados son transportados desde la TGN hacia el
disco intercalar en un proceso que depende del citoesqueleto de microtubulos
(Giessmann et al., 2005). Los conexones se insertan primero al sarcolema adyacente
a la placa comunicante, en una regién conocida como el perinexo. Se ha demostrado
que la proteina de andamiaje zonula occludens-1 (ZO-1) se une al extremo carboxilo
terminal de Cx43 y regula la tasa de agregacion de los conexones del perinexo a la
placa comunicante (Gaietta et al., 2002; Sorgen et al., 2004; Hunter et al., 2005; Rhett
etal., 2011). A su vez, la proteina ZO-1 también se asocia con las uniones adherentes,
actuando como un nexo clave que vincula la adhesion mecanica con la comunicacion
eléctrica (Nielsen et al., 2023).

Es importante mencionar que también existe un trafico intracelular no dirigido, donde
los conexones no llegan al perinexo, sino que se insertan en el sarcolema lateral del
cardiomiocito, un evento conocido como lateralizacion. No obstante, el mecanismo
exacto que subyace a la lateralizacion de la proteina Cx43 no esta claro y parece
depender del modelo fisiopatolégico empleado (Nielsen et al., 2023). En algunos
casos, pueden estar involucradas modificaciones postraduccionales de Cx43. Por
ejemplo, en la isquemia cardiaca aguda se ha observado un incremento de la
lateralizacién que coincide con una fosforilacion reducida de Cx43 (Lampe et al., 2006).

También se ha propuesto que fallos en la insercién de la proteina Cx43 en la placa
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comunicante podrian permitir que los conexones se difundan desde el disco intercalar
hacia el sarcolema lateral (Nielsen et al., 2023). En apoyo de esta idea, se ha
encontrado que en la zona limite epicardica después de un infarto de miocardio, la
lateralizacidn se correlaciond con una pérdida de la interaccién de las proteinas Cx43
y ZO-1 (Kieken et al., 2009).

En la placa comunicante, las uniones comunicantes son estabilizadas por la union del
extremo carboxilo terminal de Cx43 con el citoesqueleto. Esta estabilizaciéon ocurre
mediante una union directa a los microtubulos (Giepmans et al., 2001) o a través de
proteinas intermediarias que se unen a la actina, como la drebrina (Ambrosi et al.,
2016) o la B-catenina (Spagnol et al., 2018). Ademas, existe una interaccion funcional
entre las proteinas Cx43 y B-catenina: la induccion de Cx43 secuestra a p-catenina e
inhibe su actividad transcripcional, mientras que la activacidn de la via de sefalizacion
de B-catenina incrementa los niveles de Cx43 (Ai et al., 2000). Este circuito de
retroalimentacion respalda la idea de que las uniones comunicantes y las uniones
adherentes no operan de forma aislada, sino que conforman una unidad funcional
integrada en la arquitectura y sefalizacion del disco intercalar (Nielsen et al., 2023).
Una vez cumplen su funcién, la eliminacion de la proteina Cx43 ocurre mediante la
internalizacién de la placa comunicante. En este evento, la region de los sarcolemas
que contiene a la placa comunicante se internaliza en el citoplasma de uno de los
cardiomiocitos, formando una vesicula de doble membrana conocida como unién
comunicante anular o conexosoma (Nielsen et al., 2023). La internalizacién puede
desencadenarse por cambios en el estado de fosforilacion y ubiquitinacién del extremo

carboxilo terminal de la proteina Cx43 (Lampe et al., 2006; Leykauf et al., 2006). Una
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vez internalizada, la degradacion de la proteina Cx43 puede ocurrir por vias

proteosomicas, lisosomales y autofagosomales (Lang et al., 1997; Hesketh et al.,

2010).
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Figura 7. Representacion esquematica del ciclo de vida de la proteina Cx43 en los cardiomiocitos, donde se

muestra el tréfico no dirigido hacia la membrana lateral (lateralizacion), el trafico directo de Cx43 a lo largo de los
microtabulos, la internalizacion y la degradacion. Imagen tomada de Nielsen et al. (2023).
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Figura 8. Representacion esquematica de la secuencia de aminoacidos de la proteina Cx43 del humano, que
muestra la ubicacion de los residuos reguladores. Los residuos de serina (S) se muestran en naranja, mientras que
los residuos de tirosina (Y) se muestran en verde azulado. Abreviaturas: CL (bucle citoplasmatico), CT (extremo
carboxilo terminal), NT (extremo amino terminal), E1 y E2 (bucles extracelulares) y TM1-TM4 (dominios a-hélice

transmembrana). Imagen tomada de Rodriguez-Sinovas et al. (2021).

Gran parte de los eventos del ciclo de vida de la proteina Cx43 estan altamente
regulados por modificaciones postraduccionales, donde la fosforilacién es una de las
mas estudiadas y, probablemente, la mas importante (Nielsen et al., 2012). Hasta el

momento, se han identificado 21 sitios de fosforilacion en el extremo carboxilo terminal
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de Cx43 (Figura 8), de los cuales 18 sitios corresponden a residuos de serina (Ser [S]),
2 residuos a tirosina (Tyr [Y]) y 1 residuo a treonina (Thr [T]) (Nielsen et al., 2012;
Rodriguez-Sinovas et al., 2021). La fosforilaciéon de la proteina Cx43 es un mecanismo
fundamental que modula todo su ciclo de vida, afectando desde la oligomerizacion de
conexina a conexon y el trafico intracelular, hasta el ensamblaje de la union
comunicante, la regulacioén del canal y su degradacion (Nielsen et al., 2012; Rodriguez-
Sinovas et al., 2021). Por ejemplo, la fosforilacién en el residuo S368 es un regulador
importante de la funcién y estabilidad de la proteina Cx43. Esta fosforilacion induce
cambios conformacionales que pueden afectar la permeabilidad del canal y promueve
la internalizaciéon y degradacion de la proteina, un mecanismo que reduce la
comunicacion intercelular entre cardiomiocitos (Pun et al., 2023). Por su parte, la
fosforilacion en el residuo S262 también se ha implicado como un regulador negativo.
Especificamente, se ha relacionado con la pérdida de la proteina Cx43 de la union
comunicante (Nimlamool et al., 2013) e incluso con eventos de sintesis de ADN (Doble
et al., 2014).

En el cardiomiocito sano, la localizaciéon subcelular (o topologia subcelular) de la
proteina Cx43 se encuentra casi exclusivamente formando las uniones comunicantes
del disco intercalar (Beyer et al., 1989), mientras que su lateralizacion e internalizacion
son escasas (Figura 9) (Andelova et al., 2020). Sin embargo, en condiciones de estrés
0 patoldgicas, la comunicacién intercelular de los cardiomiocitos se puede alterar
mediante la remodelacién de la topologia subcelular de la proteina Cx43, lo que resulta
en el aumento de internalizaciones y/o lateralizaciones. Las alteraciones en la

topologia subcelular de la proteina Cx43 se han documentado en enfermedades
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cardiacas, como la insuficiencia cardiaca (Wang y Gerdes, 1999), la isquemia cardiaca
aguda (Lampe et al., 2006) y las miocardiopatias hipertréficas (Kostin et al., 2004) y
dilatadas (Ito et al., 2021). Ademas, este efecto no se limita al dafio cardiaco directo,
sino que también se observa en condiciones sistémicas como la diabetes (Lin et al.,
2016; Billur et al., 2022) y durante el proceso de envejecimiento (Bonda et al., 2016;
Billur et al., 2022). Incluso factores ambientales, como la exposicion al ruido de baja
frecuencia (Antunes et al., 2013), se han asociado con estas reorganizaciones de la
proteina Cx43. En general, la reduccion de Cx43 en el disco intercalar, ya sea por
internalizaciéon o lateralizacion, compromete la transmision eléctrica y contribuye
directamente a la disfuncién cardiaca (Fontes et al., 2012). Por lo tanto, el analisis de

la topologia subcelular de Cx43 en el miocardio de trabajo es un indicador sensible de

la funcion del corazon.

3(3(’)(3(1(

Figura 9. Topologia subcelular de la proteina Cx43. A. Microfotografia representativa del Vi de ratén, destacando
las tres localizaciones subcelulares de Cx43: en el disco intercalar (DI), internalizada (I) y lateralizada (L). B.
Representacién esquematica de estas localizaciones en el cardiomiocito. Microfotografia y esquema de autoria

propia, creado a través de https.//BioRender.com.
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1.4. Las nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) son particulas en escala nanométrica, es decir,
entre 1 y 100 nandmetros (nm), que han atraido un gran interés industrial y cientifico.
La caracteristica mas distintiva de las AuNPs son sus propiedades opticas unicas, las
cuales no se observan en el oro a escala macroscopica. Estas propiedades 6pticas se
deben al fendmeno de la resonancia de plasmon de superficie localizada (RPSL). La
RPSL ocurre cuando los electrones libres en la superficie de una nanoparticula
metalica oscilan colectivamente al interactuar con longitudes de onda especificas, lo
que resulta en una intensa absorcién y dispersion de la luz (Figura 10A) (Willets & Van

Duyne, 2007).

A B

100 nm 1 nm

Wavelength TV T T T T T

Figura 10. Propiedades de las AuNPs. A. Fenémeno RPSL en las nanoparticulas metalicas. B. Efecto del tamafio

de las AuNPs en el color de la solucién coloidal. Imagen tomada de Indhu et al. (2023).

Una de las ventajas clave de las AuNPs es que la RPSL es facilmente sintonizable, ya
que depende directamente de las caracteristicas fisicoquimicas de la nanoparticula:

propiedades fisicas, como el tamafo, la forma y la distancia entre nanoparticulas, y
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propiedades quimicas, como la quimica de superficie de la nanoparticula, que alteran
drasticamente la resonancia (Daniel & Astruc, 2004; Indhu et al., 2023). De esta
manera, modificar las propiedades fisicoquimicas cambia las propiedades 6pticas, lo
que explica por qué suspensiones de AuNPs con diferente tamano, forma y/o
recubrimiento pueden presentar una gama de colores vivos, desde el rojo intenso

hasta el azul o el purpura (Figura 10B) (Daniel & Astruc, 2004).

1.4.1. Aplicaciones de las AuUNPs

En los ultimos anos, la aplicacion de las AuNPs se ha expandido en diferentes sectores
industriales, logrando en 2024 un mercado mundial de 8,480 mil millones de ddlares y
un incremento estimado a una tasa de crecimiento anual compuesto del 10.7%, hasta
alcanzar los 15,650 mil millones de ddlares en 2030 (Grand View Research [GVR],
2024).

El sector biomédico representa la principal aplicacion de las AuNPs, abarcando mas
de 50% del mercado mundial (GVR, 2024). En este campo, las AuNPs se emplean
principalmente como agentes de contraste en imagenologia, transportadores de
farmacos y terapéuticos fototérmicos, o que ha permitido proponer su uso para el
diagndstico temprano y tratamiento de diferentes enfermedades (Deadren et al., 2012;
Pasparakis, 2022), entre las que destacan el cancer (Yang et al., 2022) y las
enfermedades cardiacas (Zang et al., 2018).

La industria electrénica representa la segunda mayor aplicaciéon de las AuNPs (GVR,
2024). En este campo, las AUNPs se emplean principalmente por su alta conductividad

y estabilidad para la formulacién de tintas conductoras (Shariq et al., 2020) y la
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fabricacion de chips electrénicos (Dau et al., 2025). Estas propiedades han impulsado
su uso en el desarrollo de la electronica impresa, sensores de alta sensibilidad y en
optoelectronica (Shariq et al., 2020; Assad et al., 2025; Dau et al., 2025).

Una proporcion menor de las AuNPs se destina a la fabricacién de productos de
consumo humano (GVR, 2024). Recientemente, la base de datos The Nanodatabase
(https://nanodb.dk/) tiene un registro de 5,367 productos de venta libre con
nanomateriales, de los cuales 85 reportan que contienen AuNPs. Las AuNPs se
emplean en una amplia variedad de productos, abarcando categorias como
cosméticos y cosmecéuticos (Gupta et al.,, 2022), textiles (Shan et al., 2022),
suplementos alimenticios (Chaicherd et al., 2019) y productos de higiene personal
(Saleh & Al-Samani, 2022). Adicionalmente, su reconocida actividad antimicrobiana
asociada a su toxicidad ha motivado su investigacion para el desarrollo de envases de
alimentos (Dos Santos et al., 2020). Segun la herramienta de evaluacion
TheNanoRiskCat (Hansen et al., 2011) implementada en la base de datos The
Nanodatabase, la mayoria de estos productos se clasifica con un riesgo de exposiciéon
alto en los ambitos "profesional”, "consumidor" y "ambiental". La misma evaluacién
proyecta que sus efectos potenciales son de nivel medio para la salud "humana" y

altos para el "ambiente".

1.4.2. Exposicién humana y ambiental a las AuNPs
El incremento en la aplicacion y, en consecuencia, en la produccién de las AuNPs,
conduce inevitablemente a su liberacién al medio ambiente y a una mayor exposicion

humana. Las AuNPs, y cualquier otro nanomaterial, pueden ingresar a los organismos
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vivos por inhalacién, ingestion y penetracion de la piel (De Matteis, 2017; Bundschuh
et al., 2018). Adicionalmente, las AuNPs podrian ingresan a los ecosistemas a través
de efluentes industriales y domésticos, mientras que la exposicidon humana podria
ocurrir de forma intencional en aplicaciones biomédicas y no intencional a través de
productos de consumo y del contacto ambiental (Figura 11). Hasta la fecha, la
informacion es escasa respecto a la contaminacién de AuNPs en el ambiente. Sin
embargo, existe evidencia de que las AuNPs del suelo se pueden transferir a lo largo
de la cadena tréfica (Unrine et al., 2010; Judy et al., 2011; Unrine et al., 2012).

Este escenario es particularmente preocupante, dado que la industria nanotecnologica
se ha desarrollado y crecido a un ritmo rapido, a menudo sin regulaciones especificas
que gestionen los riesgos asociado a las nanoparticulas ingenierizadas (Saldivar-
Tanaka, 2019). Este vacio regulatorio persiste a pesar de que la liberacién de AuNPs
al ambiente se considera nociva para los ecosistemas y la salud humana (Gao et al.,
2015; Kumah et al., 2023).

Hasta el momento, en México no se cuenta con una ley especifica para la
nanotecnologia y la regulacion se basa principalmente en Normas Mexicanas (NMX)
de caracter voluntario, que siguen los lineamientos de estandares internacionales de
la norma ISO/TC 229 (Saldivar-Tanaka, 2019). Aunque existen iniciativas importantes
como la creacion de un Sistema Nacional de Evaluacion Nanotoxicoldgica (Sinanotox),
la falta de un marco legal obligatorio y de un consenso entre los sectores industrial,
cientifico y gubernamental evidencia la necesidad de desarrollar instrumentos
normativos mas robustos para asegurar el manejo seguro de los nanomateriales a

nivel nacional (Vazquez, 2017; Saldivar-Tanaka, 2019).

24



Posible exposicion a la nanomedicina

B e e r Nanomedicina i
o % Industria
) nanotecnolégica
i i
o

u
\‘
1, 2%

Productos de

venta libre
QU
4_
Q
AuNPs
Contaminacién en A
los alimentos , Contaminacion

i qeeees : ambiental |

Cultivos
Forraje

[ )

Cadena '
trofica

Figura 11. Posible exposicion humana y ambiental a las AuNPs. Esquema de autoria propia, creado a través de

https.//BioRender.com.

1.4.3. Toxicidad de las AuNPs

La creciente popularidad de las AuNPs en diferentes industrias se debe a sus
propiedades fisicoquimicas unicas: facilidad de sintesis, mayor reactividad superficial,
amplia relacion area-volumen, capacidad de funcionalizacion y notables propiedades
Opticas (Adewale et al., 2019; Pasparakis, 2022). No obstante, esta misma reactividad
intrinseca constituye un riesgo: las caracteristicas que las hacen valiosas les permiten

interactuar con fluidos bioldgicos, células y estructuras intracelulares, lo que influye
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decisivamente en su bioacumulacién y toxicidad (Chithrani, 2010; Pfeiffer et al., 2014;
Ding et al., 2018).

En términos generales, el tamafio fisico se ha identificado como un determinante critico
en la toxicidad de las AuNPs. Diversos estudios indican que las nanoparticulas de
menor diametro poseen una mayor capacidad de penetracion en barreras bioldgicas,
bioacumulandose en una mayor variedad de érganos (De Jong et al., 2008; Sonavane
et al., 2008). Sin embargo, la toxicidad de las AuNPs es un fendmeno multifactorial que
depende de la forma, la funcionalizacion superficial y variables experimentales como
la dosis, la via y el tiempo de administracion (Adewale et al., 2019).
Mecanisticamente, se ha demostrado que la superficie metalica expuesta de las
AuNPs posee un potencial catalitico intrinseco capaz de generar especies reactivas
de oxigeno (ROS), como el oxigeno singulete, incluso sin necesidad de degradacién
de la nanoparticula (Zhang et al.,, 2013). La produccién de ROS puede inhibir
antioxidantes y causar estrés oxidante, lo que podria provocar inflamacion y dafo a

moléculas y membranas celulares (Duman et al., 2024).

1.5. Remodelaciones cardiacas en respuesta a agentes téxicos

Desde una perspectiva toxicolégica, el corazén es un érgano vulnerable a una lesion
debido a la escasa capacidad proliferativa de los cardiomiocitos. En consecuencia, el
tejido no se regenera, sino que responde mediante procesos de remodelacion
cardiaca, como la hipertrofia y fibrosis, que pueden comprometer la funcion del

miocardio (Kang, 2019).
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El término “remodelacion cardiaca” se refiere a un grupo de factores moleculares,
celulares e intersticiales que se manifiestan clinicamente como cambios en el tamafio,
la forma y la funcion del corazén después de una lesién cardiaca, que resulta en un
mal prondstico debido a su asociacion con disfuncion cardiaca (Cohn et al., 2000). El
cardiomiocito es la principal célula involucrada en el proceso de remodelacion
cardiaca, aunque otros componentes implicados son los fibroblastos y la vasculatura
coronaria (Cohn et al., 2000).

En general, se ha establecido que la respuesta toxicoldgica del corazén se manifiesta
a través de alteraciones como la hipertrofia maladaptativa, arritmias e insuficiencia
cardiaca (Kang, 2009). Para comprender estas alteraciones, el infarto agudo de
miocardio sirve como un modelo de dafo tisular y, por tanto, del desarrollo de
remodelaciones cardiacas (Sutton & Sharpe, 2000). En este evento, la obstruccion
coronaria impide el aporte de oxigeno y nutrientes, provocando la muerte masiva de
cardiomiocitos. En consecuencia, el tejido responde mediante una profunda
remodelacion: se induce la hipertrofia compensatoria de los cardiomiocitos
sobrevivientes y la proliferacion de fibroblastos, lo que deriva en fibrosis (cicatrizacion).
Finalmente, esta reorganizacion estructural compromete la funcién cardiaca,
favoreciendo el desarrollo de arritmias y la progresion hacia la insuficiencia cardiaca
(Figura 15) (Sutton & Sharpe, 2000).

Si bien la hipertrofia maladaptativa, la arritmia y la insuficiencia cardiaca se consideran
las principales manifestaciones de la cardiotoxicidad, a nivel celular y molecular la
remodelacion cardiaca es un proceso mucho mas complejo. Se trata del resultado de

una severa desregulacion en las vias de sefalizacion transcripcional, estructural y
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electrofisioldgica de los cardiomiocitos (Kang, 2009; Burchfield et al., 2013).
Simultaneamente, se desencadena una respuesta tisular que incluye la proliferacion
de fibroblastos y el consecuente depdsito de colageno (fibrosis), y posiblemente la
proliferacion de células de musculo liso vascular, disfuncion endotelial e inflamacion

(Burchfield et al., 2013).

Myocardial infarction
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Figura 12. Remodelaciones cardiacas durante el infarto agudo de miocardio. Imagen tomada de Riddell et al.
(2020).
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Il. Antecedentes

Hasta la fecha, la investigacién sobre la cardiotoxicidad inducida por AuNPs se ha
centrado principalmente en dos areas: la bioacumulacion y las alteraciones
histologicas del tejido cardiaco.

En cuanto a la bioacumulacion en el corazén, la literatura demuestra que este
fendmeno es dependiente del tamafo y la dosis. De Jong y colaboradores (2008)
observaron que, tras una unica dosis intravenosa de 1 mL, solo las AuNPs mas
pequefias de 10 nm (y no las de 50 a 250 nm) lograron distribuirse hacia el corazén.
Por su parte, Sonavane y colaboradores (2008) reportaron hallazgos similares
empleando una dosis intravenosa mayor (1 g/kg), donde las AuNPs de 15 nm
mostraron la distribucion cardiaca mas amplia frente a tamafos de hasta 200 nm.
Ademas, se ha comprobado que esta bioacumulacion es persistente, ya que Fraga y
colaboradores (2014) mostraron que una dosis unica intravenosa de 0.7 mg/kg de
AuNPs de 20 nm logra detectarse en los tejidos hasta 28 dias después de su
administracion.

A nivel histolégico, la administracion de AuNPs induce varias remodelaciones
cardiacas que comprometen al miocardio. El estudio pionero de Abdelhalim (2011a)
fue determinante para establecer que la magnitud de este dafio depende de las
propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas y del tiempo de exposicion. Al
evaluar el efecto de AuNPs de 10, 20 y 50 nm administradas por via intraperitoneal a
una dosis diaria de 100 yL durante periodos de 3 y 7 dias, este autor reporté que las

nanoparticulas mas pequefas inducen lesiones mas severas en comparacion con las
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de mayor tamafno. Ademas, demostro que la toxicidad es tiempo-dependiente, ya que
las alteraciones estructurales del miocardio fueron notablemente mas graves,
extensas y generalizadas tras 7 dias de administracion en comparacion con las
observadas al dia 3. En una caracterizacion histopatolégica complementaria,
Abdelhalim (2011b) evalué el efecto de una dosis menor (50 pL diarios por via
intraperitoneal) administrada igualmente durante 3 y 7 dias, e identificé alteraciones
vasculares significativas, como congestién y dilataciéon de los vasos sanguineos,
acompanadas de hemorragias por extravasacion. A nivel celular, reporto la presencia
de infiltrados inflamatorios y una marcada desorganizacion de las fibras musculares.
Particularmente, destaco la presencia de vacuolizacion citoplasmatica y degeneracion
vacuolar, sefalando que estas alteraciones estructurales son indicativas de un fallo en
la regulacion del volumen celular y del inicio de procesos necroéticos. Recientemente,
Jarrar y colaboradores (2022) corroboraron y ampliaron este perfil cardiotoxico. Es
importante destacar que, a pesar de utilizar una dosis distinta ajustada al peso corporal
(2 mg/kg diarios por via intraperitoneal durante 20 dias), sus hallazgos confirmaron
consistentemente que la administracion a AuNPs de 10 nm provoca vasos sanguineos
dilatados y congestionados, midlisis cardiaca, infiltracién de células inflamatorias,
degeneracion vacuolar y necrosis de los cardiomiocitos, asi como desorganizacion y
desorden de las fibras cardiacas. En conjunto, estos estudios demuestran que el
corazdn es un érgano blanco susceptible a la toxicidad por AuNPs, sufriendo un dafio
histolégico que abarca desde la inflamacion y el estrés hemodinamico hasta la

degeneracion vacuolar y la necrosis de los cardiomiocitos.
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lll. Justificacion

Las ECV son la principal causa de muerte a nivel mundial (GBD 2021 Causes of Death
Collaborators, 2024) y en México (INEGI, 2025). Aunque los factores de riesgo
tradicionales son bien conocidos, la evidencia ha consolidado a la contaminacion del
aire como una causa determinante de la mortalidad cardiovascular (GBD 2019 Risk
Factors Collaborators, 2020; Yusuf et al., 2020; Rajagopalan & Landrigan, 2021). El
componente mas toxico de esta contaminacion son las particulas incidentales (PM2sy
UFP), cuya capacidad de translocarse a la circulacién y causar dano sistémico esta
demostrada (Brook et al., 2010). La toxicidad comprobada de estas particulas plantea
una interrogante urgente sobre la seguridad de las nanoparticulas ingenierizadas,
como las AuNPs. Esta celeridad se ve magnificada por el crecimiento exponencial de
las aplicaciones y, por tanto, del mercado de las AuNPs (GVR, 2024). A pesar de esta
exposicién inminente, la investigacion sobre la cardiotoxicidad de las AuNPs es
incipiente y se limita a observaciones basicas. Ademas, existe un vacio de
conocimiento fundamental a pesar de confirmar que las AuNPs se bioacumulan en el
corazén (De Jong et al., 2008; Fraga et al., 2014) y que inducen dafo histolégico
(Abdelhalim, 2011a; Abdelhalim, 2011b; Jarrar et al.,, 2022); sin embargo, su
repercusion en la funcién cardiaca permanece desconocida. Esta investigacion busca
ir mas alla del dafio histolégico descriptivo y proveer el primer analisis enfocado en
como las AuNPs afectan la topologia subcelular de la proteina Cx43, dado que el
analisis de su expresion génica in situ es un indicador sensible del estado funcional

del miocardio.

31



IV. Pregunta de Investigacion

¢, Cual es el impacto de la administracion aguda y cronica de AUNPs menores de 20
nm en el desarrollo de remodelaciones cardiacas, asi como en las alteraciones de la

expresion génica y reorganizaciones de la topologia subcelular de la proteina Cx43?

V. Hipoétesis

La administracion aguda y cronica de AuNPs menores de 20 nm inducira
remodelaciones cardiacas, promoviendo alteraciones en la expresion génica y en la
topologia subcelular de la proteina Cx43. Ambos estimulos incrementaran a medida

que aumenta el tiempo de administracion y disminuya el tamafio de las nanoparticulas.
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VI. Objetivos

6.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de la administracién aguda y crénica de AuNPs menores de 20 nm
en las remodelaciones cardiacas, asi como en la expresion génica y la topologia

subcelular de la proteina Cx43 en el miocardio ventricular.

6.2. Objetivos especificos

1. Determinar las remodelaciones cardiacas desarrolladas a diferentes niveles.

2. Determinar las alteraciones en la expresion génica y reorganizaciones de la
topologia subcelular de la proteina Cx43.

3. Evaluar los cambios en la composicion del disco intercalar de los cardiomiocitos

ventriculares.
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VIl. Materiales y Métodos

7.1. Animales y diseio experimental

Se utilizaron 48 ratones macho de la cepa C57BL/6j de 8-10 semanas de edad, que
fueron proporcionados por la Unidad de Manejo de Animales para la Docencia e
Investigacion de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I).
Se formaron aleatoriamente seis grupos experimentales que se administraron con
diferentes tamanos de AuNPs (5, 10 o 15 nm) en dos condiciones temporales: una
administracién aguda de 7 dias (AuNP-A) y otra cronica de 28 dias (AuNP-C), y los

respectivos grupos control.

Grupo AuNP-5A y Grupo AuNP-5C. Administracion de AuNPs de 5 nm
([~5.5%10"3 AuNPs/mL PBS], No. 752568, Sigma-Aldrich, EE. UU.) (6 ratones por
grupo).

- Grupo AuNP-10A y Grupo AuNP-10C. Administracion de AuNPs de 10 nm
([~6.0x10'2 AuNPs/mL PBS], No. 752584, Sigma-Aldrich, EE. UU.) (6 ratones por
grupo).

- Grupo AuNP-15A y Grupo AuNP-15C. Administracion de AuNPs de 15 nm
([~1.64x10"2 AuNPs/mL PBS], No. 777099, Sigma-Aldrich, EE. UU.) (6 ratones por
grupo).

- Grupo Control-A y Grupo Control-C. Administracién del vehiculo (solucion salina

tamponada de fosfatos [PBS] 0.01 mM) (6 ratones por grupo).
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A todos los grupos experimentales, se les administré 30 uL/dia de AuNPs esféricas
desnudas intraperitonealmente (i.p), de acuerdo con las dosis reportadas en la
literatura (Abdelhalim, 2011a; Abdelhalim, 2011b). Los grupos control fueron
administrados con el vehiculo (PBS 0.01 mM) por la misma via y dosis. Durante el
experimento, los animales fueron alojados en la Unidad de Manejo de Animales para
la Docencia e Investigacién de la UAM-I. Se mantuvieron en jaulas especiales para
roedores bajo un ciclo de luz/oscuridad controlado de 12 horas. Todos los animales
tuvieron acceso ad libitum a alimento (dieta estandar, LabDiet Rodent 5001) y agua
potable.

El manejo, los experimentos y la eutanasia de los animales se realizaron conforme a
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 de “Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.

—

Administracién aguda Administracién crénica

/_zm AUNP-A (7 dias) AUNP-C (28 dias)
- 2 < * Control-A * Control-C AuNPs
* AuNP-5A * AuNP-5C
Ratones macho 5nm nanoesferas
C57BL/6j * AuNP-10A * AUNP-10C o 10nm  desnudas
8-10 semanas de edad ;' AuNP-15A * AuNP-15C 15 nm sin carga
eutanasia
(24 horas después)
AuNP-A -@—t t+ + + —o—=a
1dia 7 dias
Grupos experimentales eutanasia
P {24 horas después)
SO ML AuNPsidia fp AUNP-C =@t —— 00—

Grupos control 1dia 28 dias

30 pL vehiculo/dia ip

Abdelhalim (2011a,b)

Figura 13. Resumen gréfico del disefio experimental. Esquema creado https.//BioRender.com.
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Al finalizar el experimento, se realiz6 eutanasia bajo narcosis con avertina (2,2,2-
tribromoethanol al 2.5%, Sigma-Aldrich, EE. UU.) 24 horas después del ultimo dia de
administracién (Figura 13). Se colecté sangre de la vena cava inferior y se disecaron
los corazones. Por un lado, la sangre colectada se dejo coagular a temperatura
ambiente y, posteriormente, se centrifugd a 4,000 revoluciones por minuto (rpm)
durante 10 minutos a 4°C para obtener el suero sanguineo. El suero se almacené en
crioviales a -70°C hasta su analisis. En tanto, los corazones se pasaron por toallas
absorbentes para eliminar el exceso de liquidos, se pesaron, se lavaron con PBS y se
tomaron fotografias de la anatomia de superficie con un microscopio estereoscopico
acoplado a camara fotografica (AxioCam ERc 5s, ZEISS, Alemania). Después, tres
corazones se fijaron con tampon de formalina neutra (NBF) al 10% para las técnicas
de histologia e inmunofluorescencia, mientras que los corazones restantes se

almacenaron en crioviales a -80 °C para los ensayos de western blot.

7.2. Peso corporal y longitud de tibia
El peso corporal de los ratones se registré a lo largo del experimento: al inicio y al final
de la administracién aguda, y cada siete dias durante la administracion cronica.

Adicionalmente, al final del experimento se midi6 la longitud de la tibia.

7.3. Perfil bioquimico sérico
Con la finalidad de determinar dafo sistémico, los niveles séricos de la aspartato
aminotransferasa (AST), la creatina cinasa (CK), el nitrégeno ureico (BUN), las

proteinas totales (T-Prot) y el colesterol total (T-Cho) se midieron usando el suero
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obtenido de todos los grupos experimentales (ver seccién 7.1) a través de tiras
reactivas SPOTCHEM i Heart-2 mediante el analizador automatizado SpotChem EZ

SP-4430 (ARKRAY, Minneapolis, MN, EE. UU.).

7.4. Anatomia de superficie, indice de esfericidad y peso cardiaco

El analisis de la anatomia de superficie del corazéon se realizé evaluando la silueta
cardiaca, en particular la superficie ventral y los bordes del corazén con un microscopio
estereoscoépico acoplado a camara fotografica (AxioCam ERc 5s, ZEISS, Alemania).
Adicionalmente, se determind el indice de esfericidad para evaluar la geometria
elipsoidal o esférica del corazon. Este parametro se obtuvo midiendo, en la cara ventral
del corazon, tanto el ancho maximo ventricular (longitud del eje corto) como la distancia
desde la base hasta el apex (longitud del eje largo). Posteriormente, el indice de

esfericidad se calculé mediante la siguiente relacion:

Longitud del eje corto

indice d cidad =
ndice de esfericida Longitud del eje largo

Para identificar cambios en el peso cardiaco asociados a alteraciones en la masa del
corazon (hipertrofia o atrofia), se midié el peso cardiaco, el peso corporal y la longitud
de la tibia. Posteriormente, se analizdé tanto el peso cardiaco absoluto como su

normalizacioén, calculada mediante dos cocientes:

, Peso cardiaco , Peso cardiaco
Peso cardiaco = y  Peso cardiaco =
Peso corporal

Longitud de tibia
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7.5. Histologia

Tras 48 horas de fijacién con NBF al 10%, los corazones disecados se usaron para
evaluar las remodelaciones cardiacas internas y tisulares. Posteriormente, los tejidos
fueron deshidratados con concentraciones ascendentes de etanol, aclarados con
xileno (Sigma-Aldrich, EE. UU.) y embebidos en medio de inclusién de parafina
(Tissue-Tek, EE. UU.). Se obtuvieron cortes histologicos coronales de 5 micrometros
(um) de grosor mediante un microtomo (Leica Biosystems, Alemania), todos al nivel
medio de la valvula adrtica. Los cortes se tifieron mediante la técnica de hematoxilina
y eosina (H&E) como tincién de rutina, y con Rojo Sirio para la cuantificacion de

depdsitos de colageno.

7.5.1. Analisis de microfotografias de histologia

Se realizaron calculos morfométricos del area ventricular, espesor de las paredes libres
ventriculares y del TIV; todos los parametros fueron normalizados respecto a la
longitud de la tibia. Estas mediciones se determinaron a partir del analisis de
microfotografias tomadas a un aumento de 8x, con una resolucién de 2560 x 1920
pixeles, considerando que 230 pixeles equivalen a 1 mm. Adicionalmente, se
determind el diametro transversal (0 ancho) de los cardiomiocitos en las paredes
ventriculares y TIV. Las mediciones se realizaron sobre microfotografias tomadas a un
aumento de 400x%, con una resolucién de 2592 x 1944, definiendo que 10.2 pixeles
equivalen a 1 uym.

Por su parte, la cuantificacion de depdsitos de colageno se realizé en microfotografias

del intersticio y la regidn perivascular de la arteria coronaria izquierda, tomadas a un
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aumento de 400x con luz coherente laser de 568 nm mediante un microscopio confocal
(LSM 780 NLO, Carl Zeiss, Alemania), con resolucién de 1024 x 1024 pixeles, donde
4.8177 pixeles equivale a 1 ym.

En todos los casos, se consideré6 una n de al menos tres animales, con cuatro
microfotografias por animal. El procesamiento y la cuantificacién de microfotografias
se realizaron con el software Fiji/lmageJ.

Finalmente, el analisis histopatologico de las paredes libres ventriculares y la pared
del TIV se realizé siguiendo los criterios establecidos para lesiones cardiovasculares

en ratones, segun lo reportado por Barritge y colaboradores (2016).

7.6. Western blot

Para conocer la expresion de la proteina de Cx43 en el corazoén, se disgregaron 30 mg
de tejido cardiaco ventricular con 500 uL de solucién amortiguadora de lisis (reactivo
de extraccion de proteinas T-PER™ [Thermo Scientific, EE. UU.] una pastilla inhibidora
de proteasas cOmplete™ y una pastilla inhibidora de fosfatasas PhosSTOP ™ [Roche,
Suiza]), utilizando un homogeneizador Dounce. Las muestras homogenizadas se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, y los sobrenadantes
recuperados se alicuotaron y almacenaron a —=70 °C hasta su analisis.

La cuantificacion de la proteina total se realizo utilizando el kit comercial Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific, EE. UU.). Se emplearon 5 ul de cada muestra por
duplicado en una dilucion 1:5 con 20 ul de agua y, posteriormente, se incubaron a 37
°C por 30 minutos con 200 pl del reactivo del BCA. De inmediato, se obtuvieron las

absorbancias a 595 nm en un Multimode Detector (DTX880, Beckman Coulter, EE.
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UU.) y se determind la concentracion de la proteina utilizando la curva estandar de
albumina sérica de bovino de 25 a 2000 pg/ml.

Se agregaron 60 ug de proteina total en solucion amortiguadora de muestra Laemmli
2x (Bio-Rad Laboratories, EE. UU.) y, seguidamente, se desnaturalizaron a 93 °C
durante 7 minutos. Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida al 10%
mediante electroforesis a 120 milivolts (mV) durante 2 horas, utilizando una solucién
amortiguadora de corrida estandar. Las proteinas se transfirieron inmediatamente a
una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) mediante electrotransferencia a
120 mV durante 2 horas a 4 °C. La membrana se bloque6 con leche descremada Blotto
(Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.) al 5 % en TBS-Tween 20 (TBS-T20) durante 60
minutos a temperatura ambiente y, posteriormente, se lavé con TBS-T20. Se incubaron
los anticuerpos primarios para Cx43 y pS38Cx43 (Tabla 1) toda la noche a 4 °C y
agitacion lenta. Tras lavados con TBS-T20, las membranas se incubaron con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP), de acuerdo
con la especie del anticuerpo primario (Tabla 2). Como control de carga se utilizdé un
anticuerpo monoclonal anti-B-actina. La inmunodeteccion se realizé mediante luminol
y peroxido de hidrégeno al 3%, y los blots fueron visualizados y fotografiados en un
sistema de documentacion ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad Laboratories, EE.
uu.).

Se cuantificd la expresion de las proteinas de interés mediante densitometrias de
bandas mediante el protocolo estandar del software Fiji/lmageJ, y la expresion de las

proteinas se normalizé tanto con el control de carga (B-actina) como al control
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experimental (Control-Ay Control-C). El analisis se efectué con una n de tres animales,

con dos repeticiones técnicas por muestra.

7.7. Inmunofluorescencia

Para evaluar la expresion in situ de la proteina Cx43 y otras proteinas, se realizaron
ensayos de inmunodeteccion de proteinas mediante microscopia confocal.
Inicialmente, se desparafinaron cortes histoléogicos en un horno a 60 °C vy,
posteriormente, con xileno. Después, se rehidrataron en gradiente descendente de
etanol y se realizé recuperacion antigénica con solucidon amortiguadora de citratos
(Biogenex Laboratories, EE. UU.) en olla de presién eléctrica durante 10 minutos. Las
muestras se permeabilizaron con PBS-Tween 20 (PBS-T20) al 0.01% y se incubaron
con bloqueador universal de proteinas UltraCruz (sc-516214, Santa Cruz
Biotechnology, EE. UU.) durante 10 minutos. Las muestras se incubaron durante toda
la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios Cx43, pS368Cx43, pS22Cx43 o PCNA
(Tabla 1). Al dia siguiente, se hicieron lavados con PBS-T20, se incubaron con los
anticuerpos secundarios segun la especie del anticuerpo primario (Tabla 2), durante 2
horas a temperatura ambiente en oscuridad. Para inmunodeteccion doble, las
muestras se incubaron de manera secuencial con los anticuerpos primarios Cx43 y [3-
catenina (Tabla 1) y sus secundarios correspondientes (Tabla 2), durante 2 horas a
temperatura ambiente en oscuridad, cada anticuerpo. En ambos casos, las muestras
se lavaron con PBS-T20, los nucleos se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)

a una dilucién 1:1000, se montaron con PBS y se sellaron con barniz.
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Las muestras se observaron y fotografiaron en un microscopio confocal LSM 780 NLO
(Carl Zeiss, Alemania). Adicionalmente, se adquirieron secciones Opticas seriadas (Z-

stack) para generar reconstrucciones tridimensionales y evaluar la distribucién

espacial conjunta de las proteinas Cx43 y B-catenina.

Tabla 1. Anticuerpos primarios para inmunodetectar proteinas de interés.

Anticuerpo Numero de catalogo Dilucién Marca
connexin 43 $c-3560 IF 1:200 Santa Cruz
(goat polyclonal) ’ Biotechnology
connexin 43 $c-271837 WB 1:200 Santa Cruz
(mouse monoclonal) ' Biotechnology
pS3%8connexin 43 s IF 1:200 Santa Cruz
rabbit polyclona : iotechnolo
(rabbit polyclonal) sc-101660 WB 1:250 Biotechnology
pS2%2connexin _ : ) Santa Cruz
(rabbit polyclonal) 5¢-22267-R IF 1:200 Biotechnology
B-catenin 5C-7963 IF 1:200 Santa Cruz
(mouse monoclonal) ' Biotechnology
PCNA sc-56 IF 1:100 Santa Cruz
(mouse monoclonal) ’ Biotechnology
WB 1:10,000 . )
B-actina A3854 (control de carga) Sigma-Aldrich
Abreviaturas: Inmunofiuorescencia (IF), Western Blot (WB)
Tabla 2. Anticuerpos secundarios.
Anticuerpo Numero de catalogo Dilucién Marca
Goat anti-Mouse . .
lgG-Alexa Fluor™ 488 A11059 IF 1:300 Invitrogen
Rabbit Anti-Mouse IgG H&L AB6728 WB 1:10,000 Abcam
(HRP)
Goat anti-Rabbit . ;
lgG-Alexa Fluor™ 488 A11008 IF 1:300 Invitrogen
Goat Anti-Rabbit IgG H&L AB6721 WB 1:10,000 Abcam
(HRP)
. . Santa Cruz
Donkey anti-goat IgG-R sc-2094 IF 1:200 Biotechnology

Abreviaturas: Inmunofluorescencia (IF), Western Blot (WB)
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7.7.1. Analisis de microfotografias de inmunofluorescencia

Se cuantificé la inmunodeteccién de las proteinas como area de expresion in situ a
partir del analisis de microfotografias a un aumento de 400x con resolucién de 1024 x
1024 pixeles, donde 4.8177 pixeles equivalen a 1 pm.

Por otro lado, se calculé el indice de proliferacion de fibroblastos cardiacos a través de

la siguiente relacion:

Numero de células PCNA positivas

indice de proliferacién =
p f Numero total de células

De manera similar, el indice de co-localizacion de Cx43 y -catenina se determiné de

la siguiente manera:

Area de co — localizacion

indice de co — localizacion = - - —
Area total de inmunodeteccion

Para el analisis de la proteina Cx43 total y la fraccion fosforilada en el residuo S368
(pS368Cx43), se usaron las clasificaciones propuesta por Kawamoto et al. (2014),
Yukinobu et al. (2021) y Billur et al. (2022), con algunas modificaciones. Se categoriz6
la expresion de las proteinas segun la localizacion subcelular en cardiomiocitos:
inmersas en el disco intercalar, internalizadas en el citoplasma y lateralizadas en la
membrana plasmatica lateral del cardiomiocito. El porcentaje de cada categoria se
calculé considerando el area de expresion subcelular respecto al area total de

expresion in situ. Por otro lado, la fraccion fosforilada en el residuo S262 (pS262Cx43)
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se analizé como la relacion entre el area de fosforilacion y el area nuclear total, en
cardiomiocitos y fibroblastos.
En todos los casos, el procesamiento y la cuantificacién de las microfotografias se

realizaron con el software Fiji/lmageJ.

7.8. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron con al menos tres animales por grupo. Los datos
se expresan como media + desviacion estandar (DE). Para el analisis estadistico, se
evalué la normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad con la
prueba de Levene. Una vez establecida la normalidad y homocedasticidad, se empled
un ANOVA de una via para comparar los grupos de administraciéon aguda o crénica, y
un ANOVA de dos vias para analizar las diferencias entre ambos tipos de
administraciéon. En caso de significancia estadistica, se aplico la prueba post hoc de
Tukey-Kramer. El procesamiento de los datos se llevé a cabo utilizando los programas
GraphPad Prism 9.4.1 (GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.) y NCSS
Statistical Software 20.0.8 (NCSS, LLC, Kaysville, Utah, EE. UU.). Las diferencias se

consideraron significativas con un valor de p < 0.05.
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VIIl. Resultados

Con el fin de estudiar el efecto de la administracion aguda (7 dias) y cronica (28 dias)
de AuNPs esféricas de diferentes tamafos (5, 10 y 15 nm) en el desarrollo de
remodelaciones cardiacas, se evaluaron cambios a nivel sistémico, anatomico, tisular,
celular y molecular del corazon. El analisis incluyé la evaluacion de biomarcadores
cardiacos, anatomia de superficie, morfometria e histopatologia ventricular. Ademas,
se investigaron cambios en la expresién total e in situ de la proteina Cx43, asi como
en dos sitios de fosforilaciéon. En todos los casos, se consideraron las posibles
variaciones dependientes del tamafo de las nanoparticulas y del tiempo de

administracion.

8.1. Supervivencia y peso corporal durante la administracion de AuNPs

Durante el experimento se registré un deceso en el grupo experimental AUNP-C al dia
10 de administracion (Figura 14A). El resto de los animales se mantuvo con
comportamiento normal y sin evidencia de alteraciones en el pelaje o cambios de
conducta durante todo el periodo experimental.

Ninguno de los grupos, tanto para AuNP-A y AuNP-C, presentaron cambios
significativos en el peso corporal respecto a sus propios controles (Figura 14B). En
conjunto, estos datos indican que la administracion de AuNPs, independientemente
del tamano de la nanoparticula o del tiempo de administracion, no tuvo un efecto

adverso sobre el peso corporal de los animales.
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Figura 14. Efecto de la administracion aguda y crénica de AuNPs en la supervivencia y el peso corporal de los
animales. A. Supervivencia durante 7 y 28 dias de administracion; los simbolos representan el numero de animales
supervivientes en cada grupo. B. Peso corporal durante 7 y 28 dias de administracion; los valores corresponden a

la media £ DE de 5-6 animales por grupo.

8.2. Evaluacion del perfil sérico en animales administrados con AuNPs

Con el fin de explorar posibles alteraciones sistémicas asociadas a dano cardiaco, se
evaluaron biomarcadores séricos en animales sometidos a la administracién aguda y
cronica de AuNPs. Los niveles de T-Cho, T-Prot, BUN y AST (Figura 15A-D) no

mostraron diferencias significativas entre los grupos y se mantuvieron dentro de los
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valores de referencia descritos para la cepa de ratones C57BL/6J (Mazzaccara et al.,

2008; Silva-Santana et al., 2020).
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Figura 15. Perfil sérico cardiaco en animales administrados con AuNPs. A. Colesterol total (T-Cho). B. Proteinas
totales (T-Prot). C. Nitrégeno ureico en sangre (BUN). D. Aspartato aminotransferasa (AST). E. Creatina cinasa
(CK). Los valores corresponden a la media + DE de 4 animales por grupo. Letras distintas indican diferencias

estadisticas significativas: A # B (p < 0.05).

En contraste, se observd un incremento en los niveles de CK en todos los grupos
AuNP-C, incluido el grupo Control-C (Figura 15E). Este hallazgo sugiere que el
aumento de CK no representa un efecto de toxicidad especifico de las AuNPs. Por el
contrario, este efecto podria ser una respuesta inflamatoria relacionada con la

administracién intraperitoneal cronica del vehiculo.
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8.3. Efecto de la administracion de AuNPs en la anatomia del corazén

8.3.1. Peso cardiaco, indice de esfericidad y anatomia de superficie

Para evaluar cambios macroscopicos en el corazén, se midio el peso cardiaco para
identificar hipertrofia o atrofia. También, se obtuvo el indice de esfericidad para evaluar
la geometria del corazon. Por ultimo, se realizé una evaluacién de la anatomia de
superficie.

En los grupos AuNP-A, el peso cardiaco no mostré cambios significativos en ninguno
de los tres parametros analizados: peso cardiaco absoluto (Figura 16A) y los cocientes
normalizados por peso corporal (Figura 16B) o por longitud de la tibia (Figura 16C).
Asimismo, el indice de esfericidad indicé que los grupos AuNP-A conservaron una
morfologia elipsoidal, similar a la del grupo Control-A (Figura 16D). La evaluacion de
la anatomia de superficie mostré que los corazones de los grupos AuNP-A no
presentaron cambios en la silueta cardiaca ni en la cara ventral del corazén, ya que
conservaron la anatomia de superficie de los corazones del grupo Control-A (Figura
16E).

En los grupos AuNP-C, el peso cardiaco tampoco mostré cambios significativos en
ninguno de los parametros analizados (Figura 17A-C). Sin embargo, el indice de
esfericidad mostré un aumento significativo en los grupos AuNP-C, o que indica una
transicion hacia una morfologia esférica en contraste con la geometria elipsoidal del
grupo Control-C. A su vez, los grupos AuNP-5C y AuNP-10C presentaron valores
significativamente mayores que el grupo AuNP-15C, lo que sugiere que el remodelado

geomeétrico es mas evidente en estos grupos (Figura 17D).
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Figura 16. Efecto de la administracion aguda de AuNPs en el peso cardiaco, el indice de esfericidad y la anatomia
de superficie del corazén. A. Peso cardiaco (PCd) absoluto. B. Cociente entre el peso cardiaco (PCd) y el peso
corporal (PCp). C. Cociente entre el peso cardiaco (PCd) y la longitud de la tibia (LT). D. indice de esfericidad. En
las gréficas, se representa la media £ DE de al menos 6 animales por grupo. E. Microfotografias representativas de
corazones del grupo Control-A y los grupos AuNP-A. Aumento 10x. Abreviaturas: apex (A), borde derecho (bd),
borde izquierdo (bi), cono ventricular (CV), cara ventral (cv). Brdjula: caudal (Ca), cefalico (Ce), derecha (D),

izquierda (), ventral (V), dorsal (Do).
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Figura 17. Efecto de la administracién crénica de AuNPs en el peso cardiaco, el indice de esfericidad y la anatomia
de superficie del corazén. A. Peso cardiaco (PCd) absoluto. B. Cociente entre el peso cardiaco (PCd) y el peso
corporal (PCp). C. Cociente entre el peso cardiaco (PCd) y la longitud de la tibia (LT). D. indice de esfericidad. En
las graficas, se representa la media + DE de al menos 5-6 animales por grupo. E. Microfotografias representativas
de corazones del grupo Control-C y los grupos AuNP-C. Aumento 10x. En los grupos AuNP-C se observaron
deformidades en la silueta cardiaca, como pérdida de la simetria de los bordes derecho (1) e izquierdo (2) del
corazén, deformidades del cono ventricular (%) y presencia de abultamientos en la pared ventral cardiaca (flechas).
Ademas, en un ratén del grupo AuNP-15C se identificoé de color blanco una posible zona de necrosis (3).
Abreviaturas: apex (A), borde derecho (bd), borde izquierdo (bi), cono ventricular (CV), cara ventral (cv). Brajula:

caudal (Ca), cefalico (Ce), derecha (D), izquierda (), ventral (V), dorsal (Do). *p < 0.05y **p < 0.005.
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Adicionalmente, la evaluacion de la anatomia de superficie reveld que los corazones
de los grupos AuNP-C presentaron alteraciones en la silueta cardiaca, la cara ventral
y el cono ventricular del corazén en comparacién con el grupo Control-C.
Especificamente, los grupos AUNP-5C y AuNP-15C mostraron una pérdida de simetria
tanto en el borde derecho como en el borde izquierdo, mientras que en el grupo AuNP-
10C esta alteracion se limité al borde izquierdo. En los grupos AuNP-5C y AuNP-10C,
se observaron deformidades en la estructura del cono ventricular. Ademas, todos los
grupos AuNP-C presentaron abultamientos en la cara ventral cardiaca. También, en
un animal del grupo AuNP-15C se identifico una posible zona de necrosis de coloracién

blanquecina en la cara ventral del VD (Figura 17E).

[l AuNP-A (7 dias) [] AuNP-C (28 dias)
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Figura 18. Efecto de la administracion aguda y crénica de AuNPs en el peso del corazén. A. Cociente entre el peso
cardiaco (PCd) y el peso corporal (PCp). B. Cociente entre el peso cardiaco (PCd) y la longitud de la tibia (LT).

51



Como se menciond previamente, ninguno de los grupos AuNP-A y AuNP-C presenté
cambios significativos en el peso cardiaco en funciébn del tamano de las
nanoparticulas. De igual forma, al analizar el cociente entre peso cardiaco y peso
corporal (Figura 18A), asi como el cociente entre peso cardiaco y la longitud de la
extremidad posterior (Figura 18B), no se identificaron diferencias significativas

atribuibles ni al tamafio de las nanoparticulas ni al tiempo de administracion.

8.3.2. Morfometria ventricular

Para evaluar los cambios anatémicos internos de corazon asociados al desarrollo de
hipertrofia o atrofia, se realizé un analisis morfométrico del segmento ventricular.

En los grupos AuNP-A (Figura 19A), el analisis morfométrico no revelé cambios en el
area ventricular, el espesor de las paredes libres ventriculares ni en el espesor del TIV
con respecto al grupo Control-A (Figura 19B-E). En contraste, los corazones de los
grupos AuNP-C mostraron remodelaciones ventriculares con respecto al Control-C
(Figura 20A). Especificamente, los grupos AuNP-C presentaron una reduccion
significativa del area ventricular (Figura 20B). El espesor de la pared libre del Vi
también disminuy6 en todos los grupos AuNP-C (Figura 20C), mientras que la pared
libre del Vd no presenté cambios en el espesor (Figura 20E). De manera similar, el
espesor del TIV se redujo de manera significativa solo en los grupos AuNP-5C y AuNP-
15C (Figura 20D).

Para determinar si la atrofia ventricular observada en los grupos AuNP-C era
consecuencia de una reduccion del tamafo celular, se cuantifico el diametro

transversal de los cardiomiocitos en la pared libre del Viy el TIV.
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Figura 19. Efecto de la administracion aguda de AuNPs en la morfometria ventricular. A. Microfotografias

representativas de cortes histolégicos coronales a nivel medio de la valvula adrtica de los corazones del grupo

Control-A y los grupos AuNP-A (aumento 10x). B. Area ventricular. C. Espesor de la pared del Vi. D. Espesor del

TIV. E. Espesor de a pared Vd. En las graficas, se representa la media + DE (n = 3 animales por grupo; 4 cortes

histolégicos seriados por animal). Todas las mediciones estan normalizadas a la longitud de la tibia (LT).

Abreviaturas: atrio derecho (Ad), atrio izquierdo (Ai), aorta (Ao), tabique interventricular (TIV), ventriculo izquierdo

(Vi) y ventriculo derecho (Vd) Brujula: caudal (Ca), cefélico (Ce), derecha (D), izquierda (), ventral (V), dorsal (Do).
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Figura 20. Efecto de la administraciéon crénica de AuNPs en la morfometria ventricular. A. Microfotografias

representativas de cortes histolégicos coronales a nivel medio de la valvula adrtica de los corazones del grupo

Control-C y los grupos AuNP-C (aumento 10x). B. Area ventricular. C. Espesor de la pared del Vi. D. Espesor del

TIV. E. Espesor de a pared Vd. En las graficas, se representa la media + DE (n = 3 animales por grupo; 4 cortes

histolégicos seriados por animal). Todas las mediciones estan normalizadas a la longitud de la extremidad posterior

(LEP). Abreviaturas: atrio derecho (Ad), atrio izquierdo (Ai), aorta (Ao), tabique interventricular (TIV), ventriculo
izquierdo (Vi) y ventriculo derecho (Vd) Brdjula: caudal (Ca), cefalico (Ce), derecha (D), izquierda (I), ventral (V),
dorsal (Do). *p < 0.05, **p < 0.005 y ***p < 0.0005.
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Este analisis morfométrico confirmd un adelgazamiento celular significativo en todos
los grupos AuNP-C, afectando tanto al Vi (Figura 21A) como al TIV (Figura 21B) en

comparaciéon con el grupo Control-C.
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Figura 21. La administracion crénica de AuNPs induce atrofia en los cardiomiocitos del Viy TIV. A. Microfotografia
de la pared libre del Vi. A'. Cuantificacién del diametro transversal de los cardiomiocitos del Vi. B. Microfotografia
del TIV. B'. Cuantificacién del diametro transversal de los cardiomiocitos del TIV. Tincién H&E. Microfotografias a
un aumento de 400x. Los datos cuantitativos se presentan como la media + DE (n = 4 animales por grupo,; 4 campos
analizados por animal). **** p < 0.00005.
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8.4. Efecto de la administracion de AuNPs en la histologia del miocardio
Para evaluar las alteraciones microscopicas inducidas por la administracion aguda y

cronica de AuNPs, se realiz6 un analisis histopatolégico del miocardio ventricular.

8.4.1. Analisis histopatolégico

El analisis histopatologico del miocardio ventricular reveldé lesiones en los
cardiomiocitos, tanto en la administracion aguda (Figura 22) como en la administraciéon
cronica de AuNPs (Figura 23). Sin embargo, los grupos AuNP-C presentaron lesiones
histolégicas mas extensas y variadas en comparacion con los grupos AuNP-A.

El grupo Control-A presentdé un miocardio con morfologia conservada: las fibras
musculares se observaron compactas y organizadas en secciones longitudinales y
transversales, sin evidencia de lesiones celulares en ninguna de las paredes
ventriculares (Figuras 22A-C). Por otro lado, en los grupos AuNP-A (Figura 22D-L), la
lesidbn mas frecuente fue la vacuolizacion citoplasmatica, observada como pequenas
vesiculas citoplasmaticas que no alteraban la morfologia general del cardiomiocito.
Identificamos esta lesidén en el Vd y el TIV de los grupos AuNP-10A (Figuras 22G y
22H) y AuNP-15A (Figuras 22J y 22K), y solo en el TIV del grupo AuNP-5A (Figura
22E). Adicionalmente, identificamos degeneracion vacuolar. A diferencia de la
vacuolizacién citoplasmatica, la degeneracion vacuolar se caracteriza por alguna
evidencia de deterioro en el cardiomiocito ademas de vesiculas citoplasmaticas. En
este caso, identificamos como degeneracién vacuolar a pequefias vesiculas

citoplasmaticas y una pérdida de la eosinofilia citoplasmatica (hipoeosinofilia).
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AuNP-A
(7 dias)

Control-A

AuNP-5A

AuNP-10A

AuNP-15A

Figura 22. Efecto de la administracién aguda de AuNPs en la histologia del miocardio ventricular. A-C.
Microfotografias representativas del grupo Control-A. D-E. Microfotografias representativas del grupo AuNP-5A. G-
1. Microfotografias representativas del grupo AuNP-10A. J-L. Microfotografias representativas del grupo AuNP-15A.
La flechas negras sefialan vacuolizacion citoplasmatica en el miocardio ventricular. Las flechas azules sefialan

degeneracion vacuolar e hipoeosinofilia de la eosina. Tincion H&E. Microfotografias a un aumento de 400x.
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AuNP-C
(28 dias)
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AuNP-5C

AuNP-10C
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Figura 23. Efecto de la administracion cronica de AuNPs en la histologia del miocardio ventricular. A-C.
Microfotografias representativas del grupo Control-C. D-E. Microfotografias representativas del grupo AUNP-5C. G-
1. Microfotografias representativas del grupo AuNP-10C. J-L. Microfotografias representativas del grupo AuUNP-15C.
La flechas negras sefialan vacuolizacion en el miocardio ventricular. Las flechas verdes sefialan anomalias en los
cardiomiocitos subepicardicos. Las flechas azules sefialan degeneracién vacuolar e hipoeosinofilia de la eosina
Tincién H&E. Microfotografias a un aumento de 400x.
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Observamos esta lesion en el Vd, TIV y Vi del grupo AuNP-15A (Figuras 22L y 22K) y
solo en el TIV del grupo AuNP-5A.

El grupo Control-C mantuvo una histologia ventricular normal, con fibras ordenadas y
sin evidencia de dafo en los cardiomiocitos (Figuras 23A-C). En contraste, los grupos
AuNP-C presentaron vacuolizacion citoplasmatica y degeneracion vacuolar con
hipoeosinofilia. La vacuolizacion citoplasmatica la identificamos en el Vd del grupo
AuNP-10C (Figura 23G), mientras que la degeneracion vacuolar con hipoeosincfilia la
observamos en el Vd del grupos AuNP-5C (Figura 23D) y en el TIV del grupo AuNP-
15C (Figura 23K). Ademas, observamos alteraciones en los cardiomiocitos
subepicardicos del Vi de todos los grupos AuNP-C (Figuras 23F, 23l y 23L), asi como
en el Vd del grupo AuNP-15C (Figura 23J). Estas lesiones se caracterizaron por una
degeneracion vacuolar con vesiculacion citoplasmatica particular, lo que resulté en una

distorsion evidente de la morfologia del cardiomiocito en el plano transversal.

8.4.2. Fibrosis y proliferacién celular

La evaluacion mediante tincion con rojo Sirio reveld la presencia de fibrosis intersticial
(Figuras 24A'y 24A) y perivascular (Figuras 24B y 25B) en los grupos AuNP-A y AuNP-
C. En contraste, los grupos Control-A y Control-C exhibieron un depdsito de colageno
basal significativamente menor.

A pesar de la presencia de fibrosis en los grupos AuNP-A y AuNP-C, no se encontrd
un aumento de la deposicidon de colageno a lo largo del tiempo de administraciéon. Lo

anterior debido a que no encontramos diferencias significativas en la fibrosis intersticial
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y perivascular entre los grupos AUNP-A y AuNP-C (Figura 26). Asimismo, el tamafio de

las nanoparticulas no influyé en la cuantificacion de la fibrosis observada.
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Figura 24. | a administracién aguda de AuNPs induce fibrosis intersticial y perivascular en el corazén. Ay A’. Fibrosis
intersticial en las paredes ventriculares y su correspondiente cuantificacion. B y B’. Fibrosis perivascular alrededor
de las arterias coronarias y su correspondiente cuantificacién. Las microfotografias fueron adquiridas a un aumento
de 400x. Tincién de Rojo Sirio. Los datos cuantitativos se presentan como la media + DE (n = 3 animales por grupo;

8 campos analizados por animal). *** p < 0.0005.
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Figura 25. La administracion crénica de AuNPs induce fibrosis intersticial y perivascular en el corazén. Ay A’.
Fibrosis intersticial en las paredes ventriculares y su correspondiente cuantificacion. B y B’. Fibrosis perivascular
alrededor de las arterias coronarias y su correspondiente cuantificacion. Las microfotografias fueron adquiridas a
un aumento de 400x. Tincién de Rojo Sirio. Los datos cuantitativos se presentan como la media + DE (n = 3 animales

por grupo; 8 campos analizados por animal). *** p < 0.0005.
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Figura 26. La fibrosis intersticial y perivascular no depende del tiempo de administracion ni del tamafio de las
AuNPs. Comparacion entre grupos del area de fibrosis en el tejido ventricular. A. Anélisis de la fibrosis intersticial.
B. Analisis de la fibrosis perivascular. Los datos cuantitativos se presentan como la media + DE (n = 3 animales por

grupo; 8 campos analizados por animal).

Para investigar si hay relacion entre la fibrosis en los grupos experimentales y los
fibroblastos cardiacos, se evalué la proliferacion de fibroblastos cardiacos mediante la
inmunodeteccion de PCNA 'y, posteriormente, se calculé el indice de proliferacion.

En los grupos AuNP-A se detecté un aumento significativo en el nimero de fibroblastos
cardiacos positivos a PCNA en comparacién con el grupo Control-A (Figura 27), lo que
indica una activa respuesta proliferativa ante una administracién aguda de AuNPs. De
manera interesante, observamos que la proliferacion de los fibroblastos cardiacos fue
transitoria debido a que el numero de fibroblastos cardiacos PCNA-positivos retorné a

niveles del grupo Control-C en los grupos AuNP-C (Figura 28).
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En conjunto, los resultados de fibrosis y proliferacion celular sugieren que la deposicion
de colageno fue un evento temprano impulsado por la activa proliferacion de

fibroblastos cardiacos durante la administracion aguda de AuNPs.
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Figura 27. La administracion aguda de AuNPs induce la proliferaciéon celular en los fibroblastos cardiacos. A.
Microfotografias de la inmunodeteccion de PCNA en el tejido ventricular. Las cabezas de flecha sefialan a los
nucleos de los fibroblastos en proliferacién. Nucleos PCNA-positivos (rojo) y contratincion nuclear con DAPI (cian).
B. Cuantificacion del indice de proliferacion celular. Las imagenes fueron tomadas a 400x de aumento. Los datos

p

*kk

se expresan como la media + DE (n = 3 animales por grupo; 6 campos analizados por animal). ** p < 0.005 y
< 0.0005.
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Figura 28. La administracion crénica de AuNPs no induce la proliferacién celular en los fibroblastos cardiacos. A.
Microfotografias de la inmunodeteccion de PCNA en el tejido ventricular. Las cabezas de flecha sefialan a los
nucleos de los fibroblastos en proliferacion. Nucleos PCNA-positivos (rojo) y contratincion nuclear con DAPI (cian).
B. Cuantificaciéon del indice de proliferacién. Las imagenes fueron tomadas a 400x de aumento. Los datos se

expresan como la media + DE (n = 3 animales por grupo; 6 campos analizados por animal).

8.5. Cambios en la expresion de la proteina Cx43 después de la administracion
de AuNPs

Para evaluar el efecto de las AuNPs en la funcién del miocardio ventricular, se analiz6
la expresion total y la topologia subcelular de la proteina Cx43, asi como su fracciéon

fosforilada en dos sitios. Adicionalmente, para determinar la relacion de la Cx43 con
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otros componentes del disco intercalar y del citoesqueleto, se evalué su co-localizacion

con B-catenina.

8.5.1. Expresion total y topologia subcelular de la proteina Cx43

Inicialmente, se evaluo la expresion total de la proteina Cx43 mediante Western blot.
El analisis de densitometria no reveld diferencias significativas en los niveles totales
de la proteina Cx43 en los grupos AuNP-A (Figura 29A) y AuNP-C (Figura 30A), en
comparacion con los grupos Control-A y Control-C, respectivamente.

Posteriormente, se analizé la topologia subcelular de la proteina Cx43 mediante
inmunodeteccion y microscopia confocal. Para la cuantificacion de la expresion in situ,
la proteina Cx43 se categorizd en tres compartimentos subcelulares distintos: (1) la
proporcion localizada en el disco intercalar, (2) la proporcion internalizada en el
citoplasma y (3) la proporcion lateralizada en el sarcolema lateral.

En los grupos Control-A (Figura 29B-C) y Control-C (Figura 30B-C), el analisis
cuantitativo de la expresiéon in situ confirmd que la proteina Cx43 mantiene una
topologia subcelular fisiolégica: la mayor proporcion de la proteina se localizé en el
disco intercalar (~65%), seguida por una cantidad menor en la proporcién internalizada
(~25%) y una presencia minima en la proporcion lateralizada (~10%). En contraste, en
los grupos AuNP-A y AuNP-C, el analisis cuantitativo de la expresién in situ de la
proteina Cx43 revel6 alteraciones significativas en la topologia subcelular con respecto
a los grupos Control-A y Control-C, respectivamente.

En los grupos AuNP-A (Figuras 29B'-B™ y 29C), identificamos una reduccion

significativa de la proteina Cx43 en la proporcién del disco intercalar, disminuyendo a
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niveles cercanos al 40%. Esta pérdida de la proteina en el disco intercalar fue
compensada por un aumento significativo en las proporciones no candnicas:
internalizacion y lateralizaciéon. La proporcién internalizada aumenté significativamente
(~40%), alcanzando el mismo nivel que la proporcién en el disco intercalar. Por su
parte, la proporcién lateralizada se duplicé (~20%) con respecto al Control-A, aun asi
se mantuvo significativamente inferior a las proporciones del disco intercalar e
internalizada.

En los grupos AuNP-C (Figuras 30B'-B" y 30C), también identificamos una reduccion
de la proporcion de la proteina Cx43 en el disco intercalar, que alcanzo niveles de
alrededor del 30%. La pérdida de la proteina dentro del disco intercalar se vio reflejada
principalmente en un aumento predominante de la proporcion internalizada,
alcanzando niveles superiores al 50%. Por su parte, la proporcion lateralizada también
presentd un incremento significativo (~ 20%), manteniéndose estadisticamente similar
a la proporcion del disco intercalar e inferior a la proporcion internalizada.

Cabe destacar que el patron de alteracidén en la topologia subcelular de la proteina
Cx43 fue consistente en los grupos AuNP-A y AuNP-C. EIl analisis comparativo no
revelé diferencias estadisticamente significativas atribuibles al tamafio de la
nanoparticula ni a la duracion de la administraciéon (Figura 31).

En conjunto, estos resultados muestran un hallazgo importante: la administracion de
AuNPs no altera la expresion total de la proteina Cx43, pero si induce su redistribucion
desde su sitio funcional dentro el disco intercalar hacia el citoplasma o el sarcolema
lateral. Este remodelado topoldgico subcelular sugiere un compromiso en la

comunicacion intercelular.
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Figura 29. La administracion aguda de AuNPs altera la topologia subcelular de Cx43 sin afectar su expresion total.
A. Western blot representativo (arriba) y su analisis de densitometria (abajo) que muestran niveles totales de Cx43
sin cambios significativos. B-B". Microfotografias que muestran a la inmunodeteccion de la proteina Cx43 (rojo) y
los nucleos celulares tefidos con DAPI (cian). Topologia subcelular: disco intercalar (DI, flechas blancas),
internalizada (I, flechas amarillas) y lateralizada (L, flechas verdes). Las imagenes fueron tomadas a 400x. C.
Grafica de porcentaje de la topologia subcelular de Cx43. Los datos cuantitativos se expresan como la media + DE
(western blot n = 3, con dos réplicas técnicas; inmunofluorescencia n = 3, con dos réplicas técnicas). Las barras

con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (p < 0.05).
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AuNP-C
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Figura 30. La administracién crénica de AuNPs altera la topologia subcelular de Cx43 sin afectar su expresion total.
A. Western blot representativo (arriba) y su andlisis de densitometria (abajo) que muestran niveles totales de Cx43
sin cambios significativos. B-B". Microfotografias que muestran la inmunodeteccién de la proteina Cx43 (rojo) y los
nutcleos celulares tefiidos con DAPI (cian). Topologia subcelular: disco intercalar (DI, flechas blancas), internalizada
(I, flechas amatrillas) y lateralizada (L, flechas verdes). Las imagenes fueron tomadas a 400x. C. Grafica de
porcentaje de la topologia subcelular de Cx43. Los datos cuantitativos se expresan como la media + DE (western
blot n = 3, con dos réplicas técnicas; inmunofluorescencia n = 3, con dos réplicas técnicas). Las barras con letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
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Figura 31. Remodelacién de la topologia subcelular de la proteina Cx43 inducida por la administracién crénica y
aguda de AuNPs. Cuantificacion de la proteina Cx43 en la proporciones del disco intercalar (Dl), internalizada (1) y
lateralizada (L) en los grupos AuNP-A y AuNP-C, incluyendo a sus respectivos controles. Los datos representan la

media + DE. Las barras con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

8.5.2. Fosforilacién de la proteina Cx43

La regulacién de la proteina Cx43 mediante fosforilacibn es un mecanismo
fundamental que determina la funcionalidad de las uniones comunicantes. Por
consiguiente, se evaluod la fosforilacion en dos residuos especificos asociados con la
pérdida de funcion de la proteina: pS38Cx43 y pS262Cx43.

Analizamos la fraccion de la fosforilacion pS368Cx43, que esta asociada a la funcion y

la estabilidad de la proteina Cx43 mediante la induccion de cambios conformacionales
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que afectan la permeabilidad del canal o la promociéon de la internalizaciéon y la
degradacion para reducir la comunicacion intercelular entre cardiomiocitos (Pun et al.,
2023).

Inicialmente, se evalud la fosforilacion total de pS3¢8Cx43 mediante Western blot. El
anadlisis de densitometria no revel6 diferencias significativas en los niveles de
pS368Cx43 entre los grupos AuNP-A (Figura 32A) y AuNP-C (Figura 33A) con respecto
a sus respectivos controles.

Posteriormente, se analizé la topologia subcelular de la fosforilacion in situ de
pS3%8Cx43 mediante inmunodeteccion y microscopia confocal. En los grupos Control-
A (Figura 32B-C) y Control-C (Figura 33B-C), el analisis cuantitativo confirmé que
pS388Cx43 mantiene una topologia subcelular fisiolégica, donde la mayor proporcion
de la proteina fosforilada se localizd en el disco intercalar (~68%), seguida por una
cantidad menor en la proporcion internalizada (~26%) y una presencia minima en la
proporcion lateralizada (~6%). Por otro lado, el anadlisis cuantitativo mostré que los
grupos AuNP-A y AuNP-C presentaron alteraciones significativas en la topologia
subcelular de pS3%8Cx43 con respecto a los grupos Control-A y Control-C,
respectivamente.

En los grupos AuNP-A (Figuras 32B'-B™ y 32C), observamos que la proporcion del
disco intercalar de pS3%8Cx43 disminuyo significativamente, alcanzando niveles
inferiores al 50%. Esta pérdida en la proporcion del disco intercalar fue compensada
por un aumento tanto en la proporcion internalizada (~40%) como en la proporcién
lateralizada (~10%). No obstante, la proporcion lateralizada no mostré diferencias

estadisticamente significativas respecto al grupo Control-A.
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Figura 32. L a administracion aguda de AuNPs altera la fosforilacion in situ de pS3%8Cx43 sin modificar la fosforilacion

total. A. Western blot representativo (arriba) y su analisis de densitometria (abajo) que muestran niveles totales de

pS368Cx43 sin cambios significativos. B-B"'. Microfotografias que muestran a la inmunodeteccién de pS3%8Cx43 (rojo)

y los nucleos celulares tefiidos con DAPI (cian). Topologia subcelular: disco intercalar (DI, flechas blancas),

internalizada (I, flechas amarillas) y lateralizada (L, flechas verdes). Las imagenes fueron tomadas a 400x%. C.

Gréfica del porcentaje de la topologia subcelular de pS3%8Cx43. Los datos cuantitativos se expresan como la media

+ DE (western blot n = 3, con dos réplicas técnicas; inmunofluorescencia n = 3, con dos réplicas técnicas). Las

barras con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (p < 0.05).
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Figura 33. La administracion cronica de AuNPs altera la fosforilacion in situ de pS3%8Cx43 sin modificar la
fosforilacién total. A. Western blot representativo (arriba) y su analisis de densitometria (abajo) que muestran niveles
totales de pS3%8Cx43 sin cambios significativos. B-B™. Microfotografias que muestran a la inmunodeteccion de
pS368Cx43 (rojo) y los nucleos celulares tefiidos con DAPI (cian). Topologia subcelular: disco intercalar (DI, flechas
blancas), internalizada (I, flechas amarillas) y lateralizada (L, flechas verdes). Las imagenes fueron tomadas a 400x.
C. Gréfica del porcentaje de la topologia subcelular de pS3%8Cx43. Los datos cuantitativos se expresan como la
media + DE (western blot n = 3, con dos réplicas técnicas; inmunofluorescencia n = 3, con dos réplicas técnicas).

Las barras con letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (p < 0.05).
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En los grupos AuNP-C (Figuras 33B'-B" y 33C), el analisis cuantitativo mostré que la
reduccion de pS3¢8Cx43 en la proporcidn del disco intercalar alcanzé niveles por debajo
del 30%. Esta disminucién se compensé principalmente por un aumento predominante
de la proporcion lateralizada, que alcanzé niveles cercanos al 60%. Por su parte, la
proporcion lateralizada también mostré un incremento significativo, registrando niveles
de alrededor del 15%, aun asi, se mantuvo inferior a las proporciones lateralizada e
internalizada.

También, estudiamos la fraccion de la fosforilacion de pS262Cx43, la cual se asocia con
disminucién de la unién comunicante y eventos de sintesis de ADN (Doble et al., 2014).
En este caso, evaluamos la fosforilacion in situ de pS?%2Cx43 mediante
inmunodeteccion y microscopia confocal. De manera interesante, identificamos la
presencia de pS$?2Cx43 a nivel nuclear, tanto en cardiomiocitos como en fibroblastos
cardiacos (Figuras 34Ay 35A).

La cuantificacion de la sefial nuclear mostrdo que la proporcion de pS22Cx43 fue
significativamente mayor en los cardiomiocitos en comparacion con los fibroblastos
cardiacos, un patron que se mantuvo constante en todos los grupos experimentales
(AuNP-A y AuNP-C) y sus respectivos controles. Respecto a la administracion de
AuNPs, encontramos una disminucion de la cantidad de pS262Cx43 en ambos tipos
celulares en los grupos AuNP-A y AuNP-C con respecto a sus grupos control. Sin
embargo, al comparar ambos tiempos de administracion, encontramos que la cantidad
de pS262Cx43 fue significativamente menor en los grupos AuNP-C, incluyendo al grupo

Control-C (Figura 36).
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Figura 34. La administracion aguda de AuNPs disminuye la fosforilacion in situ de pS262Cx43 en cardiomiocitos y
fibroblastos cardiacos. A. Microfotografias que muestran a la inmunodeteccion de pS2%2Cx43 (rojo) y los nucleos
celulares tefiidos con DAPI (cian). Las flechas blancas sefalan a los cardiomiocitos (CM) y las flechas verdes
sefialan a los fibroblastos cardiacos ( (FC) pS262Cx43-positivos. Las imagenes fueron tomadas a 400x. B. Gréfica
del area de fosforilacion de pS?%2Cx43 Los datos cuantitativos se expresan como la media + DE (n = 3, con dos

réplicas técnicas). Las barras con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
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Figura 35. La administracion crénica de AuNPs disminuye la fosforilacion in situ de pS?62Cx43 en cardiomiocitos y
fibroblastos cardiacos. A. Microfotografias que muestran a la inmunodeteccion de pS2%2Cx43 (rojo) y los nucleos
celulares tefiidos con DAPI (cian). Las flechas blancas sefialan a los cardiomiocitos (CM) y las flechas verdes
sefialan a los fibroblastos cardiacos (FC) pS262Cx43-positivos. Las imagenes fueron tomadas a 400%. B. Grafica
del area de fosforilacion de pS?62Cx43 Los datos cuantitativos se expresan como la media + DE (n = 3, con dos

réplicas técnicas). Las barras con letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
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Figura 36. Fosforilacion pS262Cx43 en cardiomiocitos y fibroblastos cardiacos después de la administracion aguda
y crénica de AuNPs. Andlisis cuantitativo de los niveles de pS?62Cx43 normalizados al area nuclear. (A) Niveles de
fosforilacién en cardiomiocitos. (B) Niveles de fosforilacion en fibroblastos cardiacos. **** p < 0.00005, *** p <
0.0005, **p <0.005y *p < 0.05.

8.5.3. Co-localizacién de las proteinas Cx43 y B-catenina

Finalmente evaluamos la integridad estructural del disco intercalar después de la
administraciéon de AuNPs. Se analiz6é la co-localizacion de las proteina Cx43 y [-
catenina mediante inmunodeteccién doble y, posteriormente, se obtuvieron modelos
tridimensionales y se calcul6 el indice de co-localizacion entre estas proteinas.

El analisis cuantitativo de la co-localizacién entre Cx43 y B-catenina no revelo
diferencias significativas en los grupos AuNP-A (Figura 37A) y AuNP-C (Figura 38A)
en comparacion con sus respectivos controles, lo que indica que la interaccion espacial
entre ambas proteinas se conserva después de la administracion de AuNPs.
Adicionalmente, el analisis cualitativo realizado mediante modelos tridimensionales
confirmd que, durante los procesos de lateralizacidon e internalizacion de la proteina
Cx43 observados en los grupos AuNP-A (Figura 37B-C) y AuNP-C (Figura 38B-C), la

proteina B-catenina permanece asociada a la proteina Cx43.
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Figura 37. La administracién aguda de AuNPs no altera la co-localizacion entre las proteinas Cx43 y [B-catenina.
Andlisis de la co-localizacién entre Cx43 (rojo) y pB-catenina (verde) en tejido ventricular mediante
inmunofluorescencia y reconstruccion 3D. A. Cuantificaciéon del indice de co-localizacién. B-B™. Microfotografias
representativas que muestran la distribucion de ambas proteinas (aumento 630x). Los recuadros indican la regién
del disco intercalar que fue reconstruida en 3D. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). C-C™. Modelos de
reconstruccion tridimensional, mostrando la superposicion espacial de Cx43 y [-catenina. Eje X (arriba) y Eje Y

(abajo).

77



AuNP-C
(28 dias)

é-

S 0.8-
2 0.8
S
‘o 0.6
«©
N T .
3 0.4- i
L L AuNP-5C
8
8 0.2 B™
S
2 o0.0- T T
O L & ® _
\'(0\ eQ' Q'\ Q'\ . ~
(;o° o v.o\; v,o‘k \
AuNP-10C AuNP-15C
C Cl Clll

AuNP-5C “ AuNP-10C - AuNP-15C

Figura 38. La administracién crénica de AuNPs no altera la co-localizacién entre las proteinas Cx43 y [3-catenina.
Analisis de la co-localizacién entre Cx43 (rojo) y B-catenina (verde) en tejido ventricular mediante

inmunofluorescencia y reconstruccion 3D. A. Cuantificaciéon del indice de co-localizacién. B-B™. Microfotografias

representativas que muestran la distribucion de ambas proteinas (aumento 630x). Los recuadros indican la region
del disco intercalar que fue reconstruida en 3D. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). C-C". Modelos de

reconstruccion tridimensional, mostrando la superposicion espacial de Cx43 y [-catenina. Eje X (arriba) y Eje Y
(abajo).
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Este hallazgo sugiere que la alteracién de la topologia subcelular de la proteina Cx43
no es un evento aislado, por el contrario, indica que las proteinas de las uniones
celulares se desplazan conjuntamente como un complejo durante los eventos de

internalizacién y lateralizacion.
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IX. Discusion

El crecimiento acelerado de la industria nanotecnoldgica ha impulsado la produccion
de AuNPs en los ultimos afos (GVR, 2024), un fendmeno que ocurre a pesar de la
regulacion limitada (Shariq et al., 2020) y la evidencia existente de su toxicidad en
diversos modelos (Adelawe et al., 2019). Esta situacion es preocupante al considerar
que la mortalidad cardiovascular asociada a la contaminacién del aire es alarmante
(Brook et al., 2010; GBD 2019 Risk Factors Collaborators, 2020). Dado que este
fendmeno se atribuye principalmente a las nanoparticulas incidentales (Brook et al.,
2010), resulta urgente investigar si las nanoparticulas ingenierizadas, como las AuNPs,
presentan un riesgo similar para el medio ambiente y los humanos.

Hasta el momento, la mayor parte de las investigaciones sobre la cardiotoxicidad
inducida por AuNPs se han limitado a estudiar la bioacumulacién (De Jong et al., 2008;
Sonavane et al., 2008; Fraga et al., 2014) y las remodelaciones cardiacas a nivel
histolégico (Abdelhalim, 2011a; 2011b; Jarrar et al., 2022). Por lo tanto, el impacto de
las AuNPs en la funcién cardiaca permanece desconocido. Para empezar a abordar
este vacio de conocimiento, nos propusimos analizar la expresion génica total e in situ
de la proteina Cx43 en el miocardio ventricular, dado el papel indispensable de esta
proteina en el acoplamiento eléctrico cardiomiocito-cardiomiocito que permite la
contraccion coordinada del miocardio. Por lo anterior, evaluamos el efecto de la
administracion aguda y crénica de AuNPs menores de 20 nm, disefiando una
estrategia integral para evaluar cambios sistémicos, anatdmicos, tisulares, celulares y

moleculares.
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9.1. Las AuNPs no inducen toxicidad manifiesta ni alteraciones en el perfil sérico
Inicialmente, evaluamos parametros de toxicidad manifiesta, incluyendo Ila
supervivencia y el peso corporal. A pesar de que se registré un deceso en el grupo
AuNP-10C durante la administracion crénica, el panorama general indicé una baja
toxicidad en ambos esquemas de administracion. Esta conclusion inicial se
fundamenta en la ausencia de cambios en el peso corporal de los animales a lo largo
del experimento, independientemente del tamafio de nanoparticula o del tiempo de
administracion.

La medicion del perfil sérico constaté que los biomarcadores T-Cho, T-Prot, BUN y
AST se mantuvieron dentro de los valores de referencia descritos para la cepa de
ratones C57BL/6J (Mazzaccara et al., 2008; Silva-Santana et al., 2020), lo que sugiere
ausencia de dafo sistémico evidente o alteraciones metabdlicas asociadas al riesgo
cardiaco. No obstante, se observé un incremento en los niveles de CK en los grupos
AuNP-C, pero también en el grupo Control-C. Lo anterior podria sugerir que este
resultado no se atribuye a un efecto especifico de las AuNPs, sino que se relaciona

con la administracion intraperitoneal cronica del vehiculo.

9.2. Las administracion cronica de AuNPs provoca atrofia y esfericidad
ventricular

La evaluacion anatomica se centré en identificar las remodelaciones cardiacas
asociadas a toxicidad, buscando indicios de hipertrofia maladaptativa. Con este fin,
analizamos el peso cardiaco, el indice de esfericidad y la morfometria ventricular en

cortes histolégicos coronales.
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Respecto al peso cardiaco, no encontramos cambios significativos en ninguno de los
grupos experimentales. La ausencia de hipertrofia maladaptativa evidente podria
atribuirse inicialmente a que este proceso requiere un tiempo prolongado para
manifestarse, al involucrar muerte celular, crecimiento compensatorio y depédsito de
colageno (Kang, 2019). Sin embargo, la morfometria ventricular revelé un escenario
distinto y mas complejo: la administracion créonica de AuNPs indujo atrofia,
independientemente del peso cardiaco.

La atrofia fue evidente debido a que se redujo el area ventricular y el adelgazamiento
de la pared libre del Viy del TIV. Si bien la literatura clasica suele enfatizar la hipertrofia
maladaptativa como respuesta primaria a la cardiotoxicidad (Almuti et al., 2014; Kang,
2019), la atrofia ha emergido recientemente como una remodelacién deletérea capaz
de desencadenar insuficiencia cardiaca. Este fendmeno es prevalente en la
cardiotoxicidad por doxorrubicina (Lipshultz et al., 2005; Neilan et al., 2012; Ferreira et
al., 2018), donde se ha sugerido que la atrofia del Vi resulta de un desequilibrio entre
la degradacion y la sintesis proteica, que puede derivar en el desarrollo de una
cardiomiopatia dilatada o restrictiva, progresando hacia la insuficiencia cardiaca
congestiva como fase final de la toxicidad (Chen et al., 2022).

La atrofia que observamos fue consistente con las alteraciones encontradas en la
anatomia de superficie y el indice de esfericidad. En los grupos AuNP-C, la alteracion
de los bordes derecho e izquierdo, asi como las deformidades en la cara ventral y el
cono ventricular, demuestran la transicién de la morfologia eliptica hacia una mas
esférica. La remodelacion geométrica constituye un cambio grave, ya que la adopcién

de una geometria esférica es un marcador clinico directo de disfuncidén ventricular
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(Cohn et al., 2000) y caracteristico de pacientes post-infarto de miocardio (Martinez-
Lucio et al., 2024).

De particular relevancia fue la presencia de abultamientos en la cara ventral y la
deformacion del cono ventricular, observadas en los grupos AuNP-C. Estos hallazgos
son mecanicamente concordantes con la atrofia de la pared libre del VI y del TIV, asi
como con el cambio en la geometria del corazon. Es probable que el debilitamiento
estructural del miocardio atréfico comprometa su capacidad para soportar la tension
parietal ventricular, resultando en las deformaciones observadas. Este fendmeno
biomecanico es similar a lo que sucede en la expansién del infarto descrita después
de la lesién de los cardiomiocitos de un infarto agudo de miocardio (Warren et al.,
1998). En la expansién del infarto, el adelgazamiento de la pared incrementa
exponencialmente la tension parietal ventricular, lo que obliga al tejido a distenderse y
deformarse hacia afuera para compensar esta carga mecanica excesiva (Hutchins &
Bulkley, 1978; Weisman & Healy, 1987; Sutton & Sharpe, 2000).

Adicionalmente, la identificacion de una posible area focal de necrosis sugiere que,
mas alla de la atrofia y remodelado ventricular, las AUNPs poseen un potencial de
citotoxicidad capaz de inducir dafio tisular irreversible, incluso si este es focal y no

altera el peso del corazon.

83



9.3. La vacuolizacién citoplasmatica, la degeneracién vacuolar y la atrofia del
cardiomiocito sugieren un fallo bioenergético y una respuesta autofagica
maladaptativa

El analisis histopatoldgico mostréo vacuolizacion citoplasmatica y degeneracion
vacuolar con hipoeosinofilia en los grupos AuNP-A y AuNP-C. Estos hallazgos son
consistentes con las observaciones pioneras de Abdelhalim (2011a; 2011b), quien
reporté que la administraciéon intraperitoneal de AuNPs (10, 20 y 50 nm) induce
alteraciones histoldgicas dependientes del tamaro y el tiempo de administracion, que
incluyen desde la vacuolizacion citoplasmatica y desorganizacion de fibras
musculares, hasta congestiéon vascular e infiltracién inflamatoria. Recientemente,
Jarrar y colaboradores (2022) corroboraron el efecto cardiotoxico de las AuNPs de 10
nm, ya que describieron un patréon de dafo similar que abarca la degeneracidn
vacuolar y hialina, asi como la desorganizacion de fibras musculares.
Fisiopatolégicamente, la vacuolizacion citoplasmatica sugiere una alteracién en la
homeostasis celular, que puede corresponder a una acumulacion de lipidos o a la
distension hidropica de organelos, como el reticulo sarcoplasmico y las mitocondrias
(Berridge et al., 2016). En contraste, la degeneracion vacuolar podria implicar un dafo
celular mas severo en el cardiomiocito, ya que se considera una caracteristica de
lesion irreversible asociada a muerte celular (Berridge et al., 2016).
Mecanisticamente, es posible que la vacuolizacién citoplasmatica y, sobre todo, la
degeneracion vacuolar, sean consecuencia de alteraciones bioenergéticas. Se ha
demostrado ampliamente que las AuNPs desnudas inducen un aumento en la

produccion de ROS (Li et al., 2010; Patlolla et al., 2019; Ozcicek et al., 2021) y dafo
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mitocondrial (Jarrar et al., 2022). Ademas, Zhang y colaboradores (2013) mostraron
que las AuNPs desnudas poseen un potencial catalitico intrinseco capaz de generar
oxigeno singulete (02). Esto demuestra que la generacién de ROS no requiere
necesariamente la degradacion de la nanoparticula o la liberacion de iones, sino que
la superficie metalica actia como un catalizador plasmoénico reactivo (Zhang et al.,
2013). Por lo anterior, es posible que el estrés oxidante y la consecuente disfuncion
mitocondrial comprometan la produccion de ATP, provocando fallas en bombas iénicas
dependientes de energia. El desequilibrio osmdtico resultante podria permitir la
entrada masiva de agua, causando la distension hidropica de los organelos que
histolégicamente se manifiesta como vacuolizacién citoplasmatica (Berridge et al.,
2016).

Aunado al desequilibrio osmatico, la posible persistencia del estrés oxidante y el dafo
mitocondrial durante la administracién crénica de AuNPs parecen desencadenar un
estado catabdlico severo, evidenciado histolégicamente por la atrofia de los
cardiomiocitos y la degeneracion vacuolar con hipoeosinofilia. La hipoeosinofilia
citoplasmatica observada sugiere una reduccion en la densidad de las miofibrillas,
dado que la eosina es un colorante acido y anionico con afinidad por los grupos amino
basicos de las proteinas citoplasmaticas, como la actina y la miosina (Bancroft &
Layton, 2019). La posible reduccion en la densidad de las miofibrillas explicaria
directamente la disminucion en el tamafo de los cardiomiocitos y, por ende, el
adelgazamiento de las paredes del Vi y el TIV (atrofia). La coexistencia de
vacuolizacién y atrofia en los cardiomiocitos sugiere la activacion de mecanismos de

degradacion celular, en particular la autofagia. Si bien la autofagia es un mecanismo
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de supervivencia para reciclar organelos danados, su activacion excesiva conduce al
consumo de la propia maquinaria celular (Sciarretta et al., 2018). Este mecanismo es
consistente con lo reportado por Li y colaboradores (2010), quienes mostraron que las
AuNPs inducen estrés oxidante y promueven la acumulaciéon de autofagosomas.

Estos hallazgos sugieren que los cardiomiocitos podrian activar una respuesta
autofagica como mecanismo de defensa para eliminar los organelos danados por el
estrés oxidante inducido por las AuNPs. Sin embargo, ante la persistencia del estimulo,
esta respuesta se podria tornar maladaptativa, causando una posible degradacién de
proteinas estructurales de las miofibrillas y la acumulacién de vacuolas en el
citoplasma, un proceso catabdlico que culmina inevitablemente en la atrofia v,

posiblemente, muerte celular.

9.4. Las AuNPs promueven una evento temprano de proliferacion de fibroblastos
cardiacos y fibrosis

La cuantificacion de colageno mostro fibrosis intersticial y perivascular en el miocardio
ventricular de los grupos AuNP-A y AuNP-C. Sin embargo, no observamos que la
fibrosis incrementara con el tiempo de administracion a pesar de que el dafo
histologico en los cardiomiocitos empeord crénicamente. Lo anterior sugiere un
proceso de fibrosis reparativa como respuesta temprana a la administracion de AuNPs,
lo que se confirma con los resultados de proliferacion celular: un incremento de
proliferacion de fibroblastos cardiacos en los grupos AuNP-A, seguido de un retorno a
niveles basales en los grupos AUNP-C. De acuerdo con Prabhu y Frangogiannis (2016)

y Travers y colaboradores (2016), la fibrosis reparativa es un evento temprano y
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autolimitado, disefado para preservar la integridad estructural de los tejidos tras una
lesion, a diferencia de la fibrosis reactiva progresiva. De hecho, tras la fase activa de
reparacion, la mayoria de los fibroblastos activados (miofibroblastos) sufren apoptosis,
dejando una cicatriz fibrética madura compuesta por colageno y otros componentes
de la matriz extracelular (Hinz & Lagares, 2020).

Lo anterior sugiere un modelo de cardiotoxicidad en dos etapas: una etapa reparativa,
donde la exposicion inicial a AuNPs provoca una sefal que promueve la rapida
proliferacion de fibroblastos cardiacos y la presencia de depdsitos de colageno para
estabilizar el tejido; y una etapa estacionaria, donde, aunque la administracién de
AuNP continua y sigue estresando a los cardiomiocitos, la sefal proliferativa para los
fibroblastos disminuye una vez establecida la cicatriz. De esta manera, es posible que
el miocardio alcance un nuevo estado de equilibrio caracterizado por una cicatriz
fibrética persistente que no se expande activamente, coexistiendo con un dafo

degenerativo continuo en los cardiomiocitos.

9.5. Las AuNPs inducen remodelado de la topologia subcelular de la proteina
Cx43 mediado por fosforilacion sin alterar su expresion total

Un hallazgo importante fue que encontramos cambios topoldgicos subcelulares de la
proteina Cx43 a pesar de que la expresion total de la proteina se mantuvo sin cambios
en todos nuestros grupos experimentales. Los analisis de Western blot mostraron que
la administracion aguda y crénica de AuNPs no altera los niveles totales de la proteina,
lo que sugiere que las AUNPs no interfieren con la expresion del gen constitutivo GJA1

ni provocan una degradacion masiva de la proteina. Sin embargo, el analisis de
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expresion in situ mediante inmunodeteccion reveld un escenario de remodelacion
cardiaca en los grupos administrados con AuNPs: la proteina Cx43 esta presente, pero
funcionalmente comprometida debido a su localizacién aberrante.

En condiciones fisiologicas, la proteina Cx43 mayormente se localiza formando las
uniones comunicantes del disco intercalar de los cardiomiocitos (Beyer et al., 1989),
una disposicion critica para garantizar el acoplamiento eléctrico longitudinal y la
propagacion anisotropica del potencial de accion. Nuestros resultados mostraron que
los grupos administrados con AuNPs presentan una reduccion de la proteina Cx43 en
el disco intercalar y, en consecuencia, un aumento en sus proporciones no funcionales:
lateralizacion e internalizacion.

El incremento de los procesos de lateralizaciéon de la proteina Cx43 se reconoce como
una caracteristica de las enfermedades cardiacas donde la conduccion eléctrica esta
comprometida (Severs et al., 2008). La remodelacién patologica de la proteina Cx43
ha sido ampliamente reportada en enfermedades cardiacas, como la insuficiencia
cardiaca (Wang y Gerdes, 1999), la isquemia cardiaca aguda (Lampe et al., 2006) y
las miocardiopatias hipertroficas y dilatadas (Kostin et al., 2004; Ito et al., 2021).
Incluso este tipo de remodelacion se ha reportado en enfermedades sistémicas, como
la diabetes mellitus tipo 1y 2 (Olsen et al., 2013; Lin et al., 2016; Billur et al., 2022), y
el envejecimiento (Bonda et al., 2016; Billur et al., 2022). Ademas, factores ambientales
y conductuales, como la exposicion al ruido de baja frecuencia (Antunes et al., 2013)
0 una dieta alta en grasas (Aubin et al., 2010), se han asociado con remodelaciones

anémalas de la proteina Cx43. Esto sugiere que la lateralizacion es una respuesta del
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miocardio ante el estrés, y que las AuNPs actuan como un estimulo capaz de activar
esta remodelacion cardiaca maladaptiva.

Mecanisticamente, la lateralizacion es un proceso complejo y no totalmente dilucidado
que puede variar segun el modelo patolégico. Sin embargo, se ha propuesto que fallos
en el transporte dirigido o en la insercion de la proteina Cx43 en la placa comunicante,
posiblemente mediados por modificaciones postraduccionales, permiten que los
conexones se movilicen al sarcolema lateral (Nielsen et al., 2023). Sin embargo, se ha
reportado que los conexones lateralizados son inherentemente inestables y, como
consecuencia, sufren una internalizacion acelerada para su posterior degradacién
(Hesketh et al., 2010). Lo anterior podria explicar por qué en nuestra investigacion el
aumento de la porcion lateralizada de la proteina Cx43 fue acompafado, y
eventualmente superado, por la porcion de la proteina Cx43 internalizada en el
citoplasma. De hecho, se ha demostrado que estructuras internalizadas de la proteina
Cx43 son dirigidas especificamente a la via de degradacion autofagica-lisosomal
(Hesketh et al., 2010).

Lo anterior nos permite proponer un vinculo directo con el dafo tisular observado: es
posible que el aumento de la porcion de Cx43 internalizada, ya sea desde el disco
intercalar o desde el sarcolema lateral, sature la maquinaria de degradacion celular,
resultando en la acumulacion de autofagosomas no procesados. Esta acumulacién fue
manifestada posiblemente como la vacuolizacion citoplasmatica y la degeneracion
vacuolar reportada en nuestro analisis histopatoldgico, un fendmeno consistente con

la toxicidad de las AuNPs descrita por Li y colaboradores (2010), quienes reportaron
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que las AuNPs inducen estrés oxidante y promueven la acumulacion de
autofagosomas.

El analisis de la fraccion fosforilada pS368Cx43 nos reveld una topologia subcelular
similar a la de la proteina Cx43 total. Se conoce que la fosforilacion en el residuo S368
induce un cambio conformacional en el canal de la unién comunicante, el cual se
asocia con la disminucién de la permeabilidad y marca a la proteina para su
internalizacion (Pun et al., 2023). Por lo tanto, el aumento de la pS38Cx43 en las
localizaciones subcelulares no funcionales, lateralizacion e internalizacion, sugiere que
las AuNPs activan vias de sefalizacion que promueven activamente el cierre y la
internalizacion de las uniones comunicantes. De esta manera, nuestros resultados nos
permiten proponer que el remodelado topolégico subcelular de la proteina Cx43 podria

estar dirigido por mecanismos de fosforilacion especificos.

9.6. La co-translocaciéon de las proteinas Cx43 y p-catenina sugiere el
desmantelamiento de unidad estructural del disco intercalar después de la
administracion de AuNPs

Investigamos si la remodelacién de la proteina Cx43 implicaba otras proteinas del
disco intercalar, por lo que, analizamos su co-localizacién con la proteina B-catenina.
El analisis de co-localizacion revelé un evento de co-translocacion: a pesar de las
alteraciones en la topologia subcelular de la proteina Cx43, su unidn con la proteina
B-catenina se mantuvo. Este hallazgo es importante porque nos muestra la naturaleza
compleja del disco intercalar, donde todas las uniones celulares interactuan

fisicamente de manera estrecha (Nielsen et al., 2023).
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El hecho de que la proteina B-catenina permanezca asociada a la proteina Cx43
durante la remodelacion de su topologia subcelular sugiere que las AuNPs provocan
el desmantelamiento y, posterior, lateralizacion o internalizacion de bloques enteros de
membrana citoplasmatica y sus uniones celulares. Esto implica que el daio cardiaco
no se limita al desacoplamiento eléctrico, sino también compromete la estabilidad
mecanica del tejido, ya que la interaccion directa entre el extremo C-terminal de la
proteina Cx43 y proteina B -catenina es esencial para estabilizar la union comunicante
(Spagnol et al., 2018). La pérdida simultanea de estos elementos en el disco intercalar
debilita la cohesion cardiomiocito-cardiomiocito, lo cual mecanicamente podria tener
relacion con las deformaciones ventriculares que discutimos en la seccion de

anatomia.

9.7. Lareduccién de la fosforilacion nuclear pS262Cx43 sugiere una desregulacion
del crecimiento celular

De manera interesante encontramos a la fraccion fosforilada pS262Cx43 localizada en
el nucleo celular, tanto en cardiomiocitos como en fibroblastos cardiacos.

Si bien la fosforilacion de la proteina Cx43 en el residuo S262 no se ha descrito a nivel
nuclear, existe evidencia en otros modelos biolégicos sobre la presencia de fragmentos
C-terminales de la proteina en este compartimento, donde se ha propuesto que actuan
como reguladores de la transcripcién. Kotini y colaboradores (2018) mostraron que el
dominio C-terminal de la proteina Cx43 puede translocarse al nucleo y unirse

directamente a promotores génicos para regular la transcripciéon de la proteina N-
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cadherina durante la migracion de las células de la cresta neural. Asimismo, Smyth &
Shaw (2013) han descrito la existencia de isoformas truncadas enddgenas, como la
GJA1-20k, que poseen una localizacion nuclear preferencial y funciones
autorreguladoras del trafico de la proteina Cx43.

Respecto a la fosforilacion en el residuo S262, Doble y colaboradores (2004)
establecieron que esta fosforilacion funciona como un regulador negativo del
crecimiento celular, inhibiendo la sintesis de ADN y manteniendo al cardiomiocito en
un estado de quiescencia. Bajo este marco teodrico, nuestros resultados revelan dos
escenarios distintos de respuesta celular ante el estrés por AUNPs.

En el caso de los fibroblastos cardiacos, observamos una disminucion significativa de
los niveles nucleares de pS?2Cx43 en los grupos AuNP-A. Esta disminucion de la
fosforilacion coincidié con el aumento de la proliferacion de los fibroblastos cardiacos
que también reportamos en los grupos AuNP-A. Por otro lado, en los grupos AuNP-C,
aunque los niveles de pS2%2Cx43 descendieron aliin mas que en los grupos AuNP-A, la
proliferacion celular disminuyd. Esto sugiere que la baja fosforilacion en el residuo
S262 de la proteina Cx43 podria estar involucrada en la proliferacion celular de los
fibroblastos cardiacos. Es probable que, tras la etapa de fibrosis reparativa, se activen
otros mecanismos de control, como la maduracion de la cicatriz fibrética, que imponen
la quiescencia a pesar de los bajos niveles de fosforilacion de Cx43 en el residuo de
S262.

Respecto a los cardiomiocitos, la disminucién de la sefial nuclear de pS262Cx43 en los
grupos administrados con AuNPs plantea una paradoja bioldgica interesante. Si bien

la reduccion de fosforilacion deberia tedricamente promover crecimiento celular
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(hipertrofia) o la sintesis de ADN como intento de reparacion, el fenotipo final
observado fue la atrofia. Esto sugiere que, aunque las AuNPs activan una sefializacion
molecular que intenta liberar el freno al crecimiento (disminuyendo pS?%2Cx43), el
cardiomiocito es incapaz de ejecutar esta respuesta anabdlica. Sin embargo, se
requieren investigaciones mas exhaustivas para confirmar esta hipétesis y comprender
a fondo los mecanismos moleculares subyacentes que regulan la funcién nuclear de

la pS?62Cx43 bajo condiciones de estrés inducidas por la administracion de AuNPs.

9.8. Influencia del tamafio de nanoparticula y tiempo de administracién en la
cardiotoxicidad inducida por AuNPs

Finalmente, integramos nuestros hallazgos para determinar si la toxicidad de las
AuNPs en el corazén depende de su tamaio o de tiempo de administracion. Respecto
al tamafo de nanoparticula, nuestros resultados revelaron un perfil toxicolégico
homogéneo para las AuNPs de 5, 10 y 15 nm. No observamos diferencias significativas
en nuestros resultados entre los diferentes tamafios de nanoparticula evaluados, lo
que contrasta con la premisa clasica de nanotoxicologia que menciona que las
nanoparticulas mas pequefias son mas toxicas debido al incremento en la relaciéon
superficie-volumen (Oberddrster et al., 2005; De Jong et al., 2008). Esto sugiere que,
dentro del rango estrecho de 5 a 15 nm, las AuNPs actuan mediante un efecto de clase
o umbral: una vez que las nanoparticulas son lo suficientemente pequefas para
atravesar las barreras bioldgicas y bioacumularse en los tejidos, desencadenan la

misma respuesta de dano celular.
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Por el contrario, el tiempo de administracion desempefié un papel determinante en el
desarrollo de un mayor dafo en el miocardio. Identificamos dos etapas distintas de
cardiotoxicidad. Inicialmente, una etapa aguda caracterizada por la remodelacion
subcelular de la proteina Cx43 y una respuesta activa de proliferacion de fibroblastos
cardiacos que generd fibrosis reparativa. Posteriormente, en la etapa croénica, las
remodelaciones subcelulares de la proteina Cx43 se acentuaron, la proliferacion de
fibroblastos cardiacos regreso6 a un nivel basal y, por los tanto, la fibrosis no aumento

respecto a la etapa aguda. Ademas, observamos atrofia ventricular en esta etapa.
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X. Conclusiones

La presente investigacion mostré que la administracidén intraperitoneal de AuNPs
menores de 20 nm induce cardiotoxicidad, caracterizada por un remodelado cardiaco
a diferentes niveles: organico, tisular, celular y molecular. Este remodelado se
manifestd mediante un patron de respuesta dependiente del tiempo de administracion,
pero independiente del tamafo de la nanoparticula.

La administracion aguda de AuNPs se caracterizé por la ausencia de remodelado a
nivel organico, ya que no se encontraron alteraciones en el peso cardiaco, la anatomia
de superficie ni la morfometria ventricular. En cambio, se observaron alteraciones a
nivel histolégico, tales como vacuolizacion citoplasmatica y degeneracion vacuolar.
Asimismo, se detectd fibrosis intersticial y perivascular, acompanada de un aumento
en la proliferaciéon de fibroblastos cardiacos, lo que sugirié una etapa reparativa
temprana. Por ultimo, se evidencié una remodelacién en la topologia de la proteina
Cx43, con un aumento de las lateralizaciones y, predominantemente, de las
internalizaciones, sin cambios en su expresion total.

La administracion cronica de AuNPs se distinguié por la presencia de remodelado
cardiaco a nivel organico. Aunque el peso del corazén no varid, si se registraron
alteraciones significativas en la anatomia de superficie y la morfometria ventricular.
Particularmente, encontramos atrofia en la pared libre del Viy en el TIV, acompafiada
de anomalias en los bordes del corazén y la cara ventral, asi como la adopcién de una
geometria cardiaca mas esférica. A nivel histoldgico, confirmamos la atrofia en los

cardiomiocitos, junto con un mayor dafo tisular. No obstante, no se observd un
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aumento en la fibrosis con respecto a la administracion aguda de AuNPs. Este hallazgo
que se asoci6 con el retorno de la proliferacion de fibroblastos cardiacos a niveles
basales, sugiriendo el establecimiento de una etapa estacionaria. Respecto a la
topologia subcelular, las internalizaciones vy lateralizaciones se acentuaron,
manteniéndose la expresion total de Cx43 sin cambios.

En ambos tipos de administracién, el objetivo principal fue analizar la expresién total e
in situ de la proteina Cx43. Los resultados indicaron que la administracion de AuNPs
no altera la expresion total de la proteina, pero si compromete severamente su
topologia subcelular. Nuestros hallazgos sugirieron que esta alteracion topologica
subcelular esta mediada por la fosforilacién en el residuo S368 de la proteina Cx43.
Ademas, esta deslocalizacion afectd a otras proteinas del disco intercalar, como la 3-
catenina, lo que sugiere un dafio que también afecta a las demas uniones celulares.
Se identificd la fosforilacion del residuo S262 de la proteina Cx43 en el nucleo celular,
lo que indica un posible mecanismo de regulacién transcripcional ante el estrés
causado por la administracion de AuNPs. En fibroblastos cardiacos, la reduccién de
esta fosforilacion se vinculé con una proliferaciéon reparadora durante la exposicion
aguda a AuNPs. Sin embargo, en los cardiomiocitos, esto mostré un fenotipo de
reparacion incompleta: aunque la disminucidén nuclear de la fosforilacion en S262
indica un intento molecular de promover el crecimiento para reparar el dafo, la
incapacidad de las células para completar esta respuesta anabdlica llevé a la atrofia
ventricular observada.

Estos hallazgos tienen importantes implicaciones ambientales y de salud publica.

Nuestros resultados indican que las AUNPs no son materiales biolégicamente inertes,

96



sino que poseen un potencial cardiotoxico. Al demostrar que las AuUNPs pueden inducir
dafo cardiaco —evidenciado por atrofia, alteraciones en los cardiomiocitos y posible
desacoplamiento eléctrico—, este estudio subraya la urgencia de establecer
regulaciones mas estrictas sobre su aplicacion industrial y controlar su liberacién al
medio ambiente, con el fin de prevenir un nuevo factor de riesgo cardiovascular

emergente.
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RESUMEN

El corazon depende de senales eléctricas para su funcion contractil, las cusles se propagan entre los
cardiomiocitos a traves de uniones comunicantes formadas por conexinas, especialmente la conexina 43
|Cx43). Esta protzinag, predominante en el miocardio ventricular y localizada en los discos intercalares,
facilita el paso de iones y pequenas moléculas, coordinando asi la actividad cardisca. En condiciones
patoldgicas o de estrés, la distribuddn subcelular de la proteina Cxd43 se altera, lo que compromete la
comunicacion celula a célula. Comprender la estructura y funcion de Cx43 es esencial para entender su
papel en |a fisiopatologia cardiaca.

Palabras clave: Conexina 43, Corazon, Disco intercalar, Funcion cardiaca, Union comunicante.

ABSTRACT

The heart depends on electrical signals for its contractile fumctiom, which propagates between
cardiomyocytes throush gap junctions formed by connexins, especially connexin 43 (Cx43). This protein,
predominant in the vemtricular myocardium and located at intercalated discs, facilitates the passage of
ons and small molecules, thus coordinating cardiac activity. In pathological or stressful conditions, the
subcellular distribution of Cx43 protein is altered, compromising cell-to-cell communication.
Understanding the structure and function of Cx33 is essential for understanding its role in cardiac
pathophysiology.

Keywords: Cardiac function, Connexin 43, Gap junction, Heart, Intercalated disc.
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