Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA-IZTAPALAPA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

MAESTRIA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

“Expresion espacio-temporal de marcadores de Hipertrofia Cardiaca en

ratones tratados con isoproterenol {(de 15dpc a 7 dias de nacidos).”
TESIS
Que para obtener el grado de Maestra en Biologia Experimental

PRESENTA

Bidloga Experimental Arlett Del OIlmo Turrubiarte

Codirectores
Dra. ALEJANDRA CONTRERAS RAMOS
Dr. HUMBERTO GONZALEZ MARQUEZ

Septiembre 2011



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA-IZTAPALAPA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

MAESTRIA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

“Expresion espacio-temporal de marcadores de Hipertrofia
Cardiaca en ratones tratados con isoproterenol (de 15dpc a 7 dias

de nacidos).”
TESIS
Que para obtener el grado de Maestra en Biologia Experimental

PRESENTA

Biodloga Experimental Arlett Del Olmo Turrubiarte

Codirectores
Dra. ALEJANDRA CONTRERAS RAMOS
Dr. HUMBERTO GONZALEZ MARQUEZ
Asesora

Dra. CONCEPCION SANCHEZ GOMEZ



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

El trabajo se realizd con la colaboracion de las Instituciones:

Hospital Infantil de México Federico Gomez. Laboratorio de Investigacién en

Biologia del Desarrollo y Teratogénesis Experimental.

Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. Departamento de

Ciencias de la Salud. Laboratorio de Expresién Génica



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MIEMBROS DEL COMITE

Dra. Alejandra Contreras Ramos

Hospital Infantil de México Federico Gomez. Laboratorio de Investigacion en

Biologia del Desarrollo y Teratogénesis Experimental

Dr. Humberto Gonzalez Marquez

Universisdad Autonoma Metropolitana-lztapalapa. Laboratorio de Expresion

Génica.

Dra. Concepcion Sanchez Gomez

Hospital Infantil de México Federico Gomez. Laboratorio de Biologia del Desarrollo

y Teratogénesis Experimental.



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

MIEMBROS DEL JURADO

Dra. Reyna Carmen Fierro Pastrana
Laboratorio de Biologia Celular

Departamento de Ciencias de la Salud UAM-Iztapalapa

Dra. Concepcion Sanchez Gomez

Laboratorio de Investigacion en Biologia del Desarrollo y Teratogénesis

Experimental. Hospital Infantil de México Federico Gomez

Dra. Karla G. Carvajal Aguilera
Laboratorio de Nutricion Experimental

Instituto Nacional de Pediatria

Dr. David Cruz Robles
Departamento de Biologia Molecular

Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez




Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

AGRADECIMIENTO POR LOS APOYOS

Este trabajo fue realizado gracias al apoyo para becarios de CoNaCyT
233310, y por el Hospital Infantil de México Federico Gomez en el
proyecto HIM/2011/006



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

DEDICATORIA

Dedico este trabajo a las personas que han estado muy presentes en mi
vida, mis padres y hermano, principalmente a mis padres, quienes me
han encaminado toda mi vida para lograr mis metas y retos. Y a mi
hermano por protegerme, por sus juegos y comentarios que me han

hecho feliz.



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mis directores la Dra. Alejandra Contreras Ramos, al Dr.
Humberto Gonzalez Marquez y a mi asesora la Dra. Concepcion Sanchez
Gomez, quienes me han abierto las puertas a la investigacion y que me
han apoyado con paciencia a elaborar este trabajo. Agradezco su
tiempo, sus reganos, halagos y comentarios pues de ellos he aprendido a

ser mejor en lo que hago tanto en mi carrera como en mi vida personal.

Agradezco a los miembros del jurado por su valiosa participacion, pues

me han brindado su apoyo y tiempo para lograr este trabajo.

Vi



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

AGRADECIMIENTOS

Quiero hacer énfasis en la Dra. Alejandra Contreras Ramos, quien me ha
demostrado que todo lo que uno se propone se puede lograr con
sabiduria y humildad. Gracias, gracias, gracias y gracias por tu paciencia
consejos y reganos y por ensefnarme a crecer en todos los aspectos. Se,
que aun me faltan muchas cosas por aprender, conocer y descubrir y
también se que el camino aun es largo pero quiero que sepas que de no
haberte conocido no estaria en el lugar en el que estoy y concluyendo

esta etapa de mi vida.

Vii



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

AGRADECIMIENTOS

Agradezco a las personas que me han apoyado en el laboratorio, ya sea
por sus ensefianzas o consejos y que ademadas les he tomado mucho
carifio pues me han ensefiado a vivir y a reir pero sobre todo a disfrutar

la vida dia a dia.

Tec. Lab. Lucia Lima Garcia y Dra. Guadalupe Dias Rosas

Agradezco a todos los companeros que han estado apoyando y
formando parte del laboratorio y equipo de trabajo, por su amistad,

consejos y apoyo en esta tesis.

Abigail Cruz, Cristina Sanchez, Yvett Mota, Violeta Castellon, Sigifredo

Morales y Pablo Zuhiga

Agradezco a todos mis amigos que me han acompanado en una parte de

mi vida, los quiero y los extrano.

viii



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

indice

RESUMEN 1
INTRODUCCION 3
HIPERTROFIA CARDIACA
TiPoS DE HIPERTROFIA CARDIACA
Hipertrofia cardiaca fisiolégica 4
Hipertrofia cardiaca patolégica 5
CUADRO CLiNICO 6
ETIOLOGIA Y EVOLUCION DE LA HIPERTROFIA CARDIACA
ViAS DE SENALIZACION INVOLUCRADAS EN LA ACTIVACION DE LA HIPERTROFIA CARDIACA 9
Via de activacion de la hipertrofia cardiaca fisiolégica 10
Via de activacion de la hipertrofia cardiaca patologica 12
FISIOLOGIA DE LA CONTRACCION EN LA HC 14
MODELOS DE HIPERTROFIA CARDIACA 16
Isoproterenol 17
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 20
HIPOTESIS 21
JUSTIFICACION 22
OBJETIVO GENERAL 23
OBJETIVOS PARTICULARES 23
MATERIAL 24
MATERIAL BIOLOGICO 24
ANTICUERPOS 24



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

METODOS

ANALISIS MORFOLOGICO 25
HiISTOLOGIA 26
INMUNOHISTOQUIMICA INDIRECTA 26
EXTRACCION DE RNA TOTAL Y SINTESIS DE CDNA 27
PCR CUANTITATIVA TIEMPO REAL. 28
ANALISIS ESTADISTICOS 29
RESULTADOS 30
CORAZONES DE LOS RATONES HEMBRA ADULTAS 30
MORFOMETRIA DEL CORAZON DE LAS CRIAS 31

EXPRESION ESPACIO-TEMPORAL DE LOS MARCADORES MOLECULARES DE LA HIPERTROFIA
CARDIACA EN CRIiAS DE RATONES HEMBRA TRATADAS CON ISOPROTERENOL Y PBS. 39

EXPRESION RELATIVA DE A-MHC Y B-MHC EN EL CORAZON DE CRiAS DE RATONES HEMBRA

TRATADAS CON ISOPROTERENOL. 42
DISCUSION 44
CONCLUSIONES 49
PERSPECTIVAS 50
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 51
APENDICES 56
SOLUCIONES 59



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

RESUMEN

El corazon puede incrementar su masa, es decir hipertrofiase si se somete a cargas
anormales de trabajo fisico o por cardiopatias congénitas obstructivas, lo que genera
una respuesta adaptativa, esto se puede presentar tanto en la nifiez como en la etapa
adulta y provocar la muerte. Dia con dia se diagnostican mas casos de Hipertrofia
Cardiaca (HC) en la infancia, y la prevalencia sigue siendo desconocida. Esto hace de
la HC posnatal uno de los temas de salud de interés y se requiere, por tanto,
profundizar en los mecanismos que la regulan. Durante la embriogénesis del corazon,
tras el cierre de la comunicacion interventricular, si se produce un incremento gradual
en masa del miocardio durante la vida fetal y postnatal mientras disminuye la
capacidad proliferativa, se produce HC patolégica posnatal. Sin embargo, aun se
desconoce si, durante la etapa fetal, se desregulan los marcadores de HC descritos
en el adulto (MEF2A, GATA4, CDK9 y NFAT), asociados con la expresion de
proteinas contractiles (a-MHC y B-MHC), ni su repercusion en el desarrollo de HC
posnatal. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue determinar el patron de
expresion espacio-temporal de marcadores de HC en crias (de 15 dia postcoito (dpc)
a 7 dias de nacidos), de ratones hembras tratadas con isoproterenol, xenotoxico que
ha demostrado provocarla, durante la gestacion. Se obtuvieron corazones de etapas
fetales (15 a 19 dpc), recién nacidos (inmediatamente después del parto) y 7 dias de
edad, de crias de ratones hembras tratadas durante la gestantes, desde el quinto
hasta el decimoprimer dpc con 50ug/Kg/dia de isoproterenol, asi como controles de
las mismas edades de madres tratadas con PBS. Se obtuvieron, también, los
corazones de las madres tratadas y de las testigo. Se evaluaron las caracteristicas
anatomicas, morfométricas y la compactacion miocérdica en cortes histolégicos
tefidos con H-E; la capacidad proliferativa y los cambios espacio-temporal de
marcadores de HC, por inmunohistoquimica de PCNA, MEF2A, GATA4, CDK9, NFAT
y el patron de expresion de a y B-MHC, mediante gRT-PCR tiempo real. Los
resultados mostraron que las madres tratadas con isoproterenol no presentan efecto
sobre el corazon. En las crias, el tratamiento utilizado conduce al desarrollo de HC

concéntrica del ventriculo izquierdo, con afeccién del tabique interventricular, sin
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compactacion miocardica pero con baja tasa de proliferacién. Los marcadores de HC

estan sobre expresados en las regiones afectadas desde etapas fetales (15 dpc), y se
mantiene asi hasta después del nacimiento. La expresion relativa del gen a-MHC, fue
un poco mayor en las crias experimentales en la etapa posnatal; sin embargo, el
cambio mas significativo fue que el pico de expresion de la a-MHC, que en los

controles se presento6 a los 17 dpc, en los tratados se observo hasta los 15 dpc.
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INTRODUCCION

Durante el desarrollo, la progresién del ciclo celular est4 altamente acoplada a la
acumulacion de la masa celular (crecimiento celular), garantizando que el tamafio
celular sea constante. En diversas condiciones fisioldgicas y/o patologicas surgen
estimulos, como el estiramiento del miocardio producido por aumento de la carga
hemodinamica y/o la liberacion de factores humorales circulantes o provenientes
de las mismas células cardiacas (mecanismo autocrino y paracrino), que, a través
de la activacién de sefales intracelulares, promueven el aumento del tamafio de
los cardiomiocitos a expensas de la formacion o agregado de sarcomeros. De esta
manera, en muchas cardiopatias, el crecimiento del musculo cardiaco esta
desacoplado de la proliferacion, de tal manera que los miocitos cardiacos crecen,
ya sea en largo o en ancho, dando origen a lo que se conoce como hipertrofia
cardiaca (HC), (Reiss et al., 1993, Kajtura et al., 1994 y Ahuja et al., 2007).

A pesar de que los miocitos pierden, posiblemente, la capacidad de proliferar
tempranamente luego del nacimiento por ser células altamente diferenciadas
(Reiss et al.,, 1993 y Kajtura et al., 1995), son capaces aun de responder a
estimulos que promuevan su crecimiento (Russel et al., 2000 y Sadoshima e
lzumo 1997).

Hipertrofia cardiaca

La hipertrofia es el aumento del tamafio de una célula o grupo de células que da
lugar a un incremento en el tamafio del 6rgano del que forman parte (Vargas et al.,
2009). La hipertrofia cardiaca se observa, macroscOpicamente, como un
incremento del grosor de la pared ventricular izquierda y/o del septo
interventricular (Mariand y Roberts 2001). Se caracteriza por una reinduccion del
programa génico fetal, aumento de la sintesis proteica (principalmente de
proteinas contractiles), incremento del tamafio del cardiomiocito y cambios en la
organizacion de la estructura sarcomeérica (Frey et al., 2000), Esto provoca que la

masa muscular del ventriculo izquierdo sea mas grande que lo normal, y/o que el

3
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tabique entre los dos ventriculos se engrose (llustracion 1), ocasionando la

obstrucciéon del flujo sanguineo del ventriculo izquierdo o de ambos ventriculos.
Este engrosamiento también puede afectar a una de las valvas de la valvula mitral,
gue separan la auricula y el ventriculo izquierdos, provocando que la sangre se
escape Y retroceda desde el ventriculo izquierdo a la auricula izquierda en vez de

avanzar hacia el cuerpo (Frey y Olson 2003).

Corazon normal Corazon con HC

Ventriculo Ventriculo
derecho izquierdo

llustracién 1. Hipertrofia cardiaca del ventriculo izquierdo. Corte en cuatro camaras

Tipos de Hipertrofia Cardiaca

La hipertrofia cardiaca es una caracteristica central en varios escenarios
patolégicos y remodelacion fisiol6gica del corazén (Beisvag et al., 2009). Existen
dos tipos de hipertrofia que se pueden producir como respuesta a factores
genéticos, fisioldgicos, mecanicos, neurohormonales y ambientales, y puede ser
fisioldégica o patoldgica, provocando, en ambos casos, que el cardiomiocito genere
mayor trabajo.

Hipertrofia cardiaca fisiolégica
En determinadas situaciones como durante el crecimiento, el embarazo o la

practica de actividad fisica intensa, la respuesta a la sobrecarga hemodinamica se

caracteriza por aumento del tamafo de los miocitos con incremento proporcional
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de los elementos estructurales del miocardio (sin aumento de la fibrosis intersticial)

y sin compromiso funcional. Este tipo de respuesta se denomina HC fisioldgica y

cumple realmente una funcion de adaptacion (Escudero y Pinilla 2007).

La HC fisiologica, también conocida como hipertrofia cardiaca adecuada o
adaptativa, tras una sobrecarga de volumen conduce a una hipertrofia cardiaca
excéntrica, provoca la adaptacion incorrecta del volumen del ventriculo izquierdo
en respuesta a la actividad fisica. Se caracteriza, a nivel celular, por la adicién de
sarcoOmeros en serie, lo que da como resultado un crecimiento celular longitudinal

(Carrefio et al., 2006), (llustracion 2).

Hipertrofia cardiaca patolégica

La HC patolégica también conocida como inadecuada o no adaptativa, en
respuesta a una sobrecarga de presién conduce a una hipertrofia cardiaca
concéntrica. Se caracteriza por una mala adaptacién del volumen ventricular,
conduciendo a la disfuncién ventricular izquierda y a insuficiencia cardiaca. A nivel
celular se identifica por la adicion de sarcémeros en paralelo que provoca el
crecimiento lateral de los cardiomiocitos (Dorn et al., 2003), asi como aumento de
fibrosis intersticial (colageno), disminucién de la densidad capilar y reprogramacion
génica con induccién de genes fetales (a-MHC) y represion de los genes que
codifican las isoformas especificas del adulto (8-MHC). (Carrefio et al., 2006;

Escudero y Pinilla 2007). (llustracion 2).
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Corazén normal

Ventriculo
izquierdo

Ventriculo
derecho

Hipertrofia Cardiaca Hipertrofia Cardiaca
Adecuada Inadecuada

Hipertrofia Cardiaca Hipertrofia Cardiaca No
Adaptativa o Fisiolégica Adaptativa o Patoldgica

o

de Volumen de Presion

= = Hipertrofia Cardiaca Hipertrofia Cardiaca S
i Excéntrica Concéntrica '

llustracion 2. Tipos de Hipertrofia Cardiaca en el adulto, micrografia de hipertrofia
cardiaca patolégica con aumento de fibrosis intersticial y micrografia de hipertrofia
cardiaca fisiol6gica.

Cuadro clinico

Entre los sintomas mas comunes de la hipertrofia cardiaca se encuentran: dolor de
pecho, disnea, palpitacién, arritmias cardiacas, en particular fibrilacion atrial y
taquicardia ventricular no sostenida, ademas de que pueden presentar sindrome
de Wolff-Parkinson y, con poca frecuencia, sincope (Cannan et al., 1976). Todos
estos desordenes conllevan a alta morbilidad y mortalidad (Carrefio et a., 2006).
De esta manera, las manifestaciones clinicas de la HC varian desde un curso
asintomético benigno hasta un fallo severo del corazén y la muerte repentina
(Maron, 1979; Mariand y Roberts, 2001). La hipertrofia es independiente de la
elevacion de la presidon sanguinea, a pesar de que aumenta la constriccion aortica
(Lukowski et al., 2010).

El diagnéstico de la HC se basa, principalmente, en el ecocardiograma, en donde
so6lo es evidente la hipertrofia del ventriculo izquierdo. El examen clinico no es un

método fiable para el diagnéstico porque la mayoria de los pacientes,
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especialmente los jovenes, no muestran la obstruccion del tracto de salida del

ventriculo izquierdo, asi como ningun soplo detectable. Es interesante que el 10%
de los pacientes jovenes con HC son identificados durante un chequeo previo a
las actividades deportivas (Geogarcopolus y Tolis, 2007). Resulta imprescindible
gue al detectarse cierto grado de hipertrofia de las paredes del ventriculo izquierdo
en edades tempranas (<4 afos) se debe de realizar mas examenes que permitan
descartar otras afecciones tales como enfermedades del glucagén, mitocondriales,
de Fabry, o el sindrome de Noonan. Debido a que la enfermedad aparece solo en
un pequefio nimero de casos antes de los 12 afios, la prevalencia sigue siendo

aun desconocida (Geogarcopolus y Tolis 2007).

Etiologia y evolucidn de la hipertrofia cardiaca

La respuesta hipertrofica puede ser desencadenada por diversos factores como
situaciones naturales de sobrecarga hemodinamica como la determinada por el
crecimiento, el embarazo y la actividad fisica intensa y regular. También puede
deberse a situaciones de sobrecarga hemodinamica patolégica de presion y/o de
volumen, secundaria a hipertension arterial, estenosis o insuficiencias valvulares
gue se presentan en cardiopatias congénitas como la tetralogia de Fallot y la
constricciéon del arco aodrtico. La miocardiopatia primaria y/o infarto agudo de
miocardio. Son otros factores que desencadenan la HC. En todos los casos
cuando se prolonga puede provocar fibrosis intersticial (Levy, 1990; Ho, 1998 y
Maron, 1979).

La etiologia de la hipertrofia cardiaca, se ha clasificado en dos tipos de origen,
aguellas alteraciones de tipo mecanico y las de tipo metabdlico (Tabla 1). Sin
embargo, las principales causas que conducen a la HC son: la hipertension que
puede ser caracterizada por aumento continuo de la presion sanguinea, o la
obesidad; valvulopatias, mediante afeccion de valvulas cardiacas, principalmente
las del lado izquierdo; la estenosis de la valvula aodrtica, a consecuencia de la
disminucién del calibre de la valvula que hace pasar la sangre del corazén a la

aorta. La estenosis, aparece como un trastorno pediatrico y es congénito. El sujeto
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nace con una valvula adrtica bicuspide, aunque también puede aparecer como

consecuencia de la calcificacion senil de la valvula, produce sobrecarga sobre el
ventriculo izquierdo en vista de la mayor presion como consecuencia, la presion
sistdlica dentro del ventriculo izquierdo es mayor que en la aorta (Torpy et al.,
2004).

Tabla 1. Etiologia de la hipertrofia cardiaca en humanos por grupos etarios.

Fibroelastosis, atresia tricuspidea, ventriculo izquierdo Unico, Enfermedad de
Lactantes transposiciéon corregida de los grandes vasos, persistencia del Pompe, hijos de
ductus arterioso, estenosis adrtica severa. madres diabéticas.

Comunicacion interventricular, persistencia del ductus arterioso,
Nifios canal atrioventricular comun, coartacion adrtica, estenosis aortica, Obesidad.

hipertension arterial secundaria.

Jovenes Miocardiopatias hipertréficas y dilatadas, valvul6patias mitroadrticas,
atletas hipertension arterial primaria y coartacion aértica.

Hipertension arterial esencial, miocardiopatias hipertroficas vy
Adultos y

) dilatadas, cardioesclerosis, valvulopatia mitroadrtica, o en la aorta
ancianos ) )
bivalva con estenosis.

La hipertrofia cardiaca progresa desde una funcion normal con hipertension hasta
la muerte subita (llustracién 3). La primera caracteristica evidente en su evolucién
es la remodelacion. En 1990, Pfeffer y Braunwald definieron que la remodelacién
ventricular es una alteracion en el contorno o volumen de la cavidad ventricular, no
atribuible a cambios agudos de la presion de distension. En la remodelaciéon se
produce agrandamiento ventricular, con cavidad dilatada y pared adelgazada, a
consecuencia de diversos mecanismos, tales como pérdida de miocitos,
crecimiento de miocitos no dafiados y fibrosis reactiva. Es entonces un proceso
gue incluye cambios en la forma, volumen y masa ventriculares, que a la larga
repercuten negativamente sobre la funcién ventricular (Pfeffer y Braunwald 1990).
8
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llustracion 3. Progreso de la HC. HVI, hipertrofia del ventriculo izquierdo, IAM, infarto
agudo al miocardio. Modificado de Francis et al 1995 y Sullivan et al., 1993.

Vias de senalizacion involucradas en la activacién de la hipertrofia

cardiaca

La HC es una respuesta a una variedad de estimulos extrinsecos e intrinsecos
gue incrementan el estrés biomecanico. La HC puede normalizar eventualmente la
tension, aunque puede progresar a insuficiencia y falla cardiaca (Frey y Olson,
2003). La nocion tradicional de que la HC tiene un papel compensador ha sido
cuestionada recientemente, 1o que ha estimulado la investigacion en torno a los
eventos moleculares implicados en los eventos adaptativos, como la
arritmogenicidad y la evolucién a insuficiencia cardiaca (Carrefio et al., 2006). La
evidencia acumulada de estudios en humanos y modelos animales, sugiere que la
HC no es una respuesta compensatoria, sino un proceso de mala adaptacion
(Frey y Olson, 2003).

En los complejos procesos moleculares que llevan al crecimiento del miocito
cardiaco en la etapa fetal, intervienen primeros mensajeros, receptores de
membrana, segundos mensajeros y factores de transcripcion. La via final comun

en que convergen estos agentes intracelulares es la expresion génica cuyos

9
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cambios estan siendo caracterizados cada vez con mas detalle. En la HC, la

modificacion génica se caracteriza por la activacion de los genes tempranos (c-jun,
c-fos, c-myc) y la reexpresion de genes fetales como el factor natriurético atrial
[ANF], la cadena pesada de la miosina cardiaca B [B-MHC] y alfa-actina
esquelética [SKA], entre otros (Sadoshima e lzumo, 1997). Este evento es
considerado como el marcador molecular del inicio de la hipertrofia patologica,
ausente en condiciones de crecimiento fisiolégico (Carrefio et al., 2006 y Freu et
al., 2004).

Existen dos rutas de sefalizacion planteadas como promotoras de la HC, sin
embargo no han sido bien caracterizadas antes de que se identifique morfolégica y
fisiologicamente la patologia, ni durante la evolucion de la misma. Una de estas
rutas es la que conduce a la HC patoldgica, mientras que la otra hace referencia a

la HC fisiologica.

Via de activacion de la hipertrofia cardiaca fisiolégica

El estrés biomecéanico del miocardio puede producirse por 2 tipos de noxas: el

estiramiento mecanico y la liberacion de factores neurohumorales.

El estiramiento mecanico inducido por estiramiento fisico de cardiomiocitos de
adultos y neonatales es suficiente para inducir una respuesta genética y fenotipica
hipertrofica, incluso en ausencia de factores humorales y neuronales. Se han
propuesto diversos tipos de moléculas candidatas para cumplir este papel, entre
las que destacan los canales ionicos, las integrinas y las tirosincinasas, (Carrefio
et al., 2006)

Por lo que respecta a los factores neurohumorales, estos se pueden clasificar en
dos grupos. El primer grupo estd compuesto por los factores de crecimiento (factor
de crecimiento transformante tipo B [TGF-B], factor de crecimiento fibroblastico
[FGF], factor de crecimiento analogo a la insulina [IGF], los cuales, debido a su
accién en receptores de membrana con actividad tirosincinasa, inician una

cascada de sefalizacion a través de la activacion de segundos mensajeros
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intracelulares, involucrados en el control del ciclo celular, ya sea impulsando o

manteniendo a las células quiescentes (G0O) o bien regulando la entrada de la
célula en fase G1. Este proceso determina un patrén de crecimiento normal,
caracteristico del crecimiento del cardiomiocito posnatal (eutrofia) y del
crecimiento hipertrofico fisioldgico o adaptativo (Oudit et al., 2004; Lupu et al.,
2001). La familia de los TGF-B incluye activinas, citocinas y a la proteina
morfogénica de hueso (BMP), que regulan diferentes funciones celulares como
proliferacion, apoptosis, diferenciacién y migracién, por lo que juegan un papel
clave en el desarrollo del organismo. La desregulacion de las proteinas de la
familia TGF-f esta implicada en varias patologias humanas, incluyendo
des6rdenes autoinmunes y vasculares, asi como enfermedades fibréticas y
cancer. La activacion del receptor del TGF-B propicia su fosforilacién en residuos
de serinal/treonina y dispara la fosforilacién de proteinas efectoras intracelulares
(SMAD), que una vez activas se translocan al nacleo para inducir la transcripcion
de genes blanco y asi, regular procesos y funciones celulares. Se han
desarrollando estrategias terapéuticas para corregir las alteraciones presentes en

patologias que involucran al TGF- como principal factor (Galvez et al., 2004).

El segundo grupo de factores neurohumorales promotores de HC, también
involucra la activacién de receptores con actividad intrinseca de tirosina cinasa
(RTyrK), promovida por factores de crecimiento como la insulina, la hormona de
crecimiento (GH), el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) asi como por transactivacion a través de algunos
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) como el de angiotensina 1. Cuando
estos receptores son activados se inducen dos rutas de sefalizacién intracelular
distintas: la dependiente de cinasas (PI3K, Akt) y la dependiente de Ras/MAPKs

(llustracion 4).

También se han involucrado factores de transcripcion como el Factor de
Respuesta al Suero o SRF. Esta proteina se une a elementos de respuesta a

suero del tipo c-fos. Se trata de un gen MADS-box (una superfamilia de factores
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de transcripcién) (Shore, 1995). Esta implicado en la regulacion de genes

involucrados en mecanismos esenciales de la fisiologia celular, como el ciclo
celular, la apoptosis, el crecimiento celular, la diferenciacion celular, etc.; para ello,
se une a los elementos de respuesta al suero (SRE) de las regiones promotoras
de sus genes diana. Esta abajo de rutas de transduccion de sefial como la via
MAPK. Se considera a SRF como un elemento fundamental durante la
embriogénesis debido a su papel determinante en la generacion del mesodermo.
El homeodominio hop, que se expresa en cardiomiocitos embrionarios y
postnatales, regula el crecimiento y proliferacion inhibiendo la actividad
transcripcional del SRF. Hop puede inhibir a SRF por desacetilacion de la histona
HDAC (Kook et al., 2003). Por lo que la sobreexpresiéon de hop desarrolla HC

severa, fibrosis cardiaca y muerte prematura.

Via de activacion de la hipertrofia cardiaca patolégica

En este caso los factores humorales y respectivos receptores heptahelicoidales
acoplados a proteina G involucrados son: la epinefrina y norepinefrina, la
angiotensina 1l (Ang Il) y su receptor AT, asi como la endotelina 1 (ET1) y el
receptor para ET (Molkentin y Dorn, 2001; Hunter y Chien, 1999, Lijnen y Petrov,
1999; Kajstura et al., 1994). La ocupaciéon del receptor por su agonista promueve
el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Ga lo que provoca la disociacion
de ambas subunidades del receptor, permitiendo la activacion de diferentes vias
de sefializacion intracelular. (Bisping et al., 2006; Lodish et al., 2009) (llustracién
4).

Cuando los agentes inductores de HC, como la Ang Il, la Endotelina y los
agonistas a adrenérgicos se unen a sus respectivos receptores acoplados a la
proteina Gq, desencadenan la respuesta hipertrofica del miocardio. Al inducir la
disociacion de la subunidad a, el estimulo hipertréfico permite que ésta subunidad
reclute a la isoforma B de la fosfolipasa C (PLCPB) a la membrana, que hidroliza a
la fosfatidil inositol 4, 5 bifosfato (PIP2), dando inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG); este ultimo facilita la activacion de la proteina cinasa C (PKC),
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gue a su vez activa a las MAPKSs, a través de las cinasa Raf. La activacion de las

MAPKSs puede producirse a través de Raf por una cascada independiente de Gaq
gue involucra a cinasas de tirosina. La MAPK ERK 1/2 fosforila a la cinasa
p90RSK, y esta Uultima activa por fosforilacion al NHE-1. De esta forma se
promueve la entrada de calcio a través de los canales idbnicos NHE1/NCX . El IP3,
por otro lado, induce la liberacién de Ca*™® desde el reticulo sarcoplasmico (RS) o

de la envoltura nuclear (Bisping et al., 2006; Lodish et al., 2009).

El calcio, como segundo mensajero intracelular estd involucrado en promover la
actividad de calcineurina que funciona como factor de desfosforilacion del factor
nucelar de activacion de células T (NFAT), que en un estado hipofosforilado es
trasnlocada al interior del nucleo. Por otra parte, el calcio también promueve
directamente la actividad de la histona Il desacetilasa (HDACS), resultando en la,
disociacion del factor de union a miocitos 2C (MEF2C), y su translocacion al sitio

promotor de la transcripcion (Wang et al., 1998).

Finalmente, estas cascadas convergen en la activacion de factores de
transcripcion nuclear, como el NFAT, GATA4 y MEF2, que interactuando
sinérgicamente inducen la transcripcién de genes de respuesta hipertrofica, como
troponina T y C y el intercambio de B-MHC por a-MHC, (Molkentin et al., 1998;
Wang et al., 1998; Akazawa y Komuro, 2003), (llustracion 4).

13



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

"
\ Q/' GPCR RTyrK
n n

nene
plasmatica
NCXrev j} _ﬁ
{
R
SD U& \—; a3 ;AG Ty QAR ||faA
l \ ‘\ > PIK ,J
P PLCB . Ras l
ca” cqn Ra' "N l l STATO
ca* c3 Raf
NFAT MAPKs e Ca" o Akt l
P
MAPKs
Calcineurina GSK3P
GSK3p mTOR
NFAT \
CaM‘KI}c(a::r’( Magquinaria Biogénesis

de traduccién de ribosomas

HDAC

NFAT  GATA4 J MEF2

B Genes de respuesta hipertréfica

HIPERTROFIA

llustracion. 4 Esquema que muestra las principales cascadas de sefalizacion intracelular
involucradas en la respuesta hipertréfica del miocardio. Ennis et al., 2004.

Fisiologia de la contraccién en la HC

La maquinaria de contraccion del miocardio esta representada por miofibrillas, que
se componen por unidades contractiles denominadas sarcomeros, la separaciéon
entre un sarcomero y otro se denomina disco Z. Este disco se encuentra en una
region poco densa llamada banda |, por isotrépica. Estas bandas alternan con
otras denominadas bandas A, por anisotrépica. En la parte media de las bandas A,
se encuentra la banda H (ilustracion 5). Estas distintas bandas sufren variaciones
periédicas que se deben a la superposicion de las proteinas citoesqueléticas
(Ganong, 2006).

En los sarcomeros estan los filamentos de actina, que nacen de los discos Z, en
donde existe la actinina, que es una proteina que une a la actina y la titina, esta
altima es una proteina elastica, mantiene a la miosina en su posicién y debido a
gue tiene una parte elastica, actia como resorte recuperando la longitud de la

miofibrilla, después de la contraccion muscular (Ganong, 2006).
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El filamento grueso de la miosina, estd formado por dos cadenas ligeras, muy

parecidas a la calmodulina y troponina c, pero que han perdido la afinidad por el
calcio. Cada cadena pesada estd compuesta por tres dominios, amino terminal,
central y carboxilo terminal, los Ultimos 2 son los que interaccionan con la actina.
El flamento fino es el que esta formado por actina G, proteina globular al

polimerizarse forma un filamento de actina (Ganong, 2006).

Existen dos isotipos de la cadena pesada de miosina cardiaca (MHC), el tipo a y el
tipo B. El tipo B-MHC es la forma predominante en el corazén adulto, esta
caracterizada por baja actividad ATPasa y alta velocidad de acortamiento de los
filamentos, logrando generar mayor fuerza mediante puentes cruzados con mas
ahorro de energia que la a-MHC, lo que sugiere, que el cambio de a-MHC por B-
MHC, puede ser una respuesta adaptativa de conservacion de energia (Miyata et
al., 2000).

En la HC ventricular se produce aumento de la sintesis proteica con re-expresion
de isoformas fetales de proteinas contractiies como la cadena pesada de la
miosina, se observa una disminucion de la velocidad de acortamiento de la fibra
miocérdica que es, en parte, secundaria al cambio de isoforma de la miosina
(fenotipo de la cadena pesada de la miosina), que ha pasado a ser de tipo a o
rapida. Cuando se reemplaza la forma lenta 3 por la forma rapida a, se apresura la
formacion de puentes de actina-miosina, aumenta la eyeccion sanguinea,
aumenta el costo energético de la contraccién, por tanto, disminuye el rendimiento.
En muchos casos hay una estrecha relaciéon entre la perdida de miocitos y el
trastorno funcional, es decir, hay un namero insuficiente de miocitos que impide la

funcion correcta del miocardio (Miyata et al., 2000).

En estudios recientes, se ha propuesto que las fallas del ventriculo izquierdo se
asocian a un aumento en la expresiéon del mensajero de a-MHC y la disminucién
de B-MHC. Sin embargo, no hay pruebas circunstanciales que demuestren esta
idea. Por otra parte, Miyata et al., (2000) y Reiser et al., (2001), determinaron que
la disminucién de B-MHC, conduce a infarto y muerte y que la desregulacion
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transcripcional de B-MHC o de a-MHC puede servir como un marcador temprano

de HC. Aunado a esto, Crilley et al., (2003), demuestra que existe una deficiencia

bioenergética en pacientes con HC.

Filamento grueso

Filamento delgado
B-MHC

o Tropomiosina Proteina C de
TroponinacardiacaT  uniona miosina Seguladore.s d.ela cadena
Troponinacardiacal cardiaca ligera de miosina

Bandal Banda A Bandal

llustracion 5. Esquema representativo de las diferentes proteinas del cardiomiocito.
Modificado de Ramirez et al., (2004).

Modelos de hipertrofia cardiaca

Se ha demostrado que el desarrollo de HC se acompafia de disminucion de la
presion arterial, con aumento de la masa miocardica. El uso de ciertas drogas anti-
hipertensivas, como los bloqueadores [ adrenérgicos, incrementan la masa
ventricular izquierda. Ademas, las drogas simpatoliticas y los bloqueadores beta-
adrenérgicos son capaces de inducir la patologia en modelos experimentales y
humanos aun sin normalizar la presion arterial (Gémez et al., 1998). En la
llustracion 6, se encuentran representadas las respuestas hipertréficas en

animales de laboratorio expuestos a diferentes tipos de sobrecarga.
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llustracion 6. Hipertrofia cardiaca que se presenta en ratas Wistar en respuesta a
diferentes tipos de sobrecarga. Los datos corresponden al indice de masa ventricular
izquierda. Entrenamiento fisico intenso (natacion); ratas espontdneamente hipertensas
(SHR); ratas expuestas al farmacos (Isoproterenol); disminucion del didmetro de la raiz
aodrtica por colocacién de un clip (Banding); Infarto de miocardio, producido por ligadura
de la arteria descendente anterior (Infarto), (Ennis et al., 2004).

El uso de farmacos, como el isoproterenol, conduce a una respuesta inotropica,
evitando la manipulacion por cirugia del animal. Ennis et al., (2004), demostraron
gue su administracion conduce a la HC en tiempos menores que en los modelos
de induccion mecanica (llustracion 6), pero sus efectos son mas prolongados y
aseguran que es el mejor modelo para realizar estudios de los aspectos

moleculares de la HC
Isoproterenol

El agregado de dos grupos metilo a la adrenalina genera isoproterenol, agonista
adrenérgico gue se une a los receptores para adrenalina con una fuerza 10 veces
mayor a la propia adrenalina. Tiene un efecto inotropico cronotrépico positivo
sobre el corazdn, es decir aumenta la contractilidad y frecuencia cardiaca,
elevando la presién arterial sistélica, mientras que por sus efectos vasodilatadores,
tiende a producir una presion arterial diastolica baja. También estimula la

glucogendlisis, (Lodish et al., 2009).

El isoproterenol imita los efectos de las catecolaminas, las cuales cumplen un

papel paracrino o endocrino en la circulacion embrionaria (Burggren y Keller,
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1997). Las catecolaminas, estan presentes en la circulacion materna, atraviesan la

placenta hasta el embrion, al igual que la epinefrina 0 agonistas adrenérgicos
como el isoproterenol, son ampliamente usadas en estudios teratogénicos (Trend
y Bruce, 1989).

El mecanismo molecular por el cual el isoproterenol afecta la actividad cardiaca no
se ha demostrado, pero por su naturaleza se ha implicado en al menos dos
procesos; la cascada MAPK y con los receptores B-adrenérgicos (Lodish et al.,
2009).

Brooks y Conrad (2009), determinaron que la administracion de isoproterenol, es
un método simple, no invasivo, de facil administracion y con baja incidencia de
mortalidad adecuado para producir modelos de animales con lesiones del
miocardio y disfuncion cardiaca, asociada a la hipertrofia. Este modelo ademas,
puede ser (til para evaluar los efectos de los genes o terapia con células madre en
la disfuncién cardiaca, sin los efectos potenciales de confusion de procedimientos
invasivos. Asi mismo, Yan et al., (2008), determinaron que la administracion
subcutanea de isoproterenol en ratas adultas induce HC 7 a 8 dias después de su
aplicaciéon. Mientras que Heather et al., (2009), demostraron que la administracion
cronica de isoproterenol en ratas adultas, deteriora la funcion cardiaca, inducida
por la hipertrofia, disminuye los acidos grasos y el metabolismo de la glucosa,
similares a los cambios en la direccion y magnitud a los que se encuentran en el

corazon de rata después de un infarto de miocardio de gravedad moderada.

Por tanto, la administracion de isoproterenol en ratas, resulta en un modelo de
hipertrofia cardiaca rapido y altamente reproducible. Al respecto Galindo et al.,
(2009), realizaron un analisis de la induccion de HC entre el uso de isoproterenol y
el ejercicio activo en ratones de 8 semanas después del nacimiento, al comparar
los genes de ambos modelos, mediante el uso de microarreglos, concluyen que el
uso de isoproterenol es mas eficiente para la induccidon de hipertrofia y que los

genes encontrados tienen mayor correlacion con el humano.
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Por otro lado, Cha et al., (2009), al analizar la participacion de IL-6, en la HC,

emplearon ratones neonatos con HC inducida mediante isoproterenal,
determinando que el uso de este farmaco incrementa la respuesta a HC después
de 7 dias de administracién diaria. Por su parte lwasaki et al., (1990), con la
finalidad de determinar la funcién de las catecolaminas en el desarrollo normal y la
fase temprana HC, estudiaron crias de 2, 4 y 7 semanas de nacidas provenientes
de ratas gestantes tratadas con isoproterenol, encontrando una hipertrofia septal
desproporcionada y un desorden intra-celular en el tabique interventricular de los
corazones de ratas de 2 y 4 semanas de nacidos cuyas madres habian sido
tratadas con isoproterenol. Sin embargo, estos cambios morfolégicos no fueron
tan evidentes en crias de 7 semanas después del nacimiento. Por lo que
sugirieron que la funcion anormal de catecolaminas durante el periodo fetal puede

dar lugar a la hipertrofia septal desproporcionada y/o del ventriculo izquierdo.

19



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mayoria de los conocimientos obtenidos sobre la HC, hasta el momento, se
basan en modelos de neonatos (cultivo in vitro) y adultos (cultivo in vitro y/o in
vivo). En el adulto, tanto en modelos experimentales como en el humano, el
aumento de los niveles de expresion de factores de transcripcion, considerados
marcadores de HC, produce una reinduccion del “programa fetal” (Fink et al.,
2000).

Durante la embriogénesis normal del corazon, tras el cierre de la comunicacion
interventricular, se sabe que la hipertrofia se manifiesta poco a poco durante la
vida fetal y posnatal, mientras disminuye la capacidad proliferativa. A pesar de
esta informacion, debido a la falta de modelos experimentales durante el
desarrollo fetal, aun se desconoce si cuando existe el riesgo de presentar esta
patologia en la vida posnatal, existe una desregulacion de los marcadores de HC
previa, asociado a la expresion de proteinas contractiles, los cuales tengan
repercusion en del desarrollo de la HC en nifios, jovenes o adultos. Este trabajo
centra su interés en determinar si la administracion del isoproterenol en ratones
hembra gestantes permitira la obtencion de crias que desarrollen hipertrofia
cardiaca temprana (neonato), en las cuales, se observen cambios anatémicos
asociados a la expresion de los factores de transcripcion (GATA4, MEF2, NFAT y
Cdk9), considerados como marcadores de respuesta hipertréfica (Sadoshima e
lzumo, 1997), que a su vez correlacionen con los cambios de expresion de genes

fetales (a-MHC y B-MHC), tal como se ha reportado en la HC del adulto.
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HIPOTESIS

En los corazones de las crias de las ratonas gestantes tratadas con isoproterenol,
la manifestaciéon morfologica de la hipertrofia no se observara durante el periodo
fetal pero se hara evidente después del nacimiento, asociada a mayor expresion
de los marcadores de hipertrofia (MEF2, NFAT, GATA4 y Cdk9) y de a-MHC.

Mientras que B-MHC se mantendra en niveles bajos o decaera (llustracion 7).

— FETO

RECIEN
NACIDO
— ADULTO

sde HC
HC

a- MHC
NORMAL B- MHC

NORMAL
Marcadore M
|

a- MHC L//‘\J
HC B- MHC

llustracion 7. Hipotesis de la evolucion del patrén de expresion de marcadores de
hipertrofia, asi como expresién de proteinas contractiles en crias de ratones hembra
gestantes tratadas con isoproterenol. Los marcadores de HC, en condicion normal
decaeran conforme pasa el tiempo, mientras que en los tratados con isoproterenol se
mantendran casi constantes. En condicibn normal a-MHC disminuird su expresion,
mientras que B-MHC aumentard, en el tratado, a-MHC disminuird un poco y aumentara su
expresion, mientras que B-MHC casi no aumentard y decaera.
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JUSTIFICACION

Desde la vida fetal hasta el final de la adolescencia son numerosos los problemas
cardiovasculares que se pueden presentar. Sin duda, las cardiopatias hipertréficas
son un problema cardiolégico importante en la sociedad, ya que se pueden
manifestar en adultos, jovenes y hasta en niflos. Ademas de ser una de las

principales causas de trasplante de corazoén.

La HC es una de las caracteristicas mas importantes de las enfermedades
cardiacas y es considerado como predictor independiente de mal prondstico (Fink
et al., 2000). Su frecuencia en el total de la poblacién es de 1/500. Se estima que
la prevalencia diagnosticada en individuos jovenes mediante ecocardiografia es de
1/1000 pero aumenta con la edad (Rico et al., 2007). Se ha determinado que la
HC es la causa mas comun de muerte repentina o subita en niflos mayores de 5
afos y joévenes entre 14 y 15 afios, aunque también puede ocurrir en adultos
mayores de 40 afos. Pese a que se piensa que es extremadamente rara en niios
menores de 5 afios (Rico et al., 2007), dia con dia se manifiestan mas casos de
HC, por lo que, la prevalencia real sigue siendo aun desconocida (Geogarcopolus
y Tolis 2007). Los avances logrados en los dltimos afios han permitido dilucidar
algunos mecanismos que conduce a la HC en modelos in vitro e in vivo, de
neonatos y adultos, destacando la participacibn de algunos factores de
transcripcion (Fink et al., 2000). Sin embargo, a pesar de estos hallazgos, poco se
ha definido sobre los cambios de expresion de genes en el tiempo y la transicion
gue conduce de un crecimiento beneficioso a un mal funcionamiento desde la
etapa fetal hasta el nacimiento, aunado a la falta de un modelo experimental que
permita valorar dichos cambios. Consideramos que los resultados obtenidos en
este trabajo, servirdn como indicadores del inicio de una alteracién cardiaca

hipertrofica.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion espacio temporal de los marcadores de HC en crias de
ratobn hembra tratadas con isoproterenol durante la gestacion (de 15dpc a 7 dias

de nacidos).

OBJETIVOS PARTICULARES

® Obtener corazones desde etapas fetales de 15 a 19 dias postcoito (dpc), recién
nacidos (inmediatamente después del parto) y 7 dias de edad de ratonas
gestantes inyectadas con 50ug/Kg/dia de isoproterenol y de madres control
tratadas con PBS.

® Evaluar las caracteristicas anatdmicas y morfométricas en cada grupo
experimental y control asi como determinar la compactacion miocérdica en
cortes histologicos tefidos H-E.

@ Determinar la capacidad proliferativa y los cambios espacio-temporal de
marcadores de HC, evaluados por inmunohistoquimica de PCNA, MEF2A,
GATA4, CDK9 y NFAT. En cada caso cuantificar el numero de nucleos
positivos.

® Analizar el patron de expresion de a y B-MHC, mediante qRT-PCR tiempo real.

@ Correlacionar los resultados obtenidos en cada uno de los objetivos, con la
finalidad de establecer el tipo de hipertrofia cardiaca, asi como la etapa de inicio

de dicha patologia.
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MATERIAL

Material biolégico

Ratones hembra Mus musculus, de la cepa BalbC, fueron sometidos a
apareamiento con machos de la misma cepa. La observacion del tapén vaginal se
consider6 como el dia cero de gestacion, las hembras fueron marcadas y

separadas del macho. Se mantuvo control del peso durante la gestacion.

Anticuerpos

IgG2a de raton_Anti-GATA4; IgG1 de raton_anti-MEF2 (B-4); 1gG1 de ratdn_anti-
NFAT-1 (7AG); IgG2a de ratén anti-Cdk9 (D-7) (Santa Cruz, C.A); IgG2a de raton
anti-PCNA (Dako, USA).

METODOS

Para la obtencion de fetos (15-19 dpc), recién nacidos (RN) y neonatos de 7 dias
(7D), se emplearon 25 ratones hembras prefiadas, a partir del 5 dpc, poco
después del implante embrionario, fueron inyectadas por via intraperitoneal con 50
ug/kg/dia de isoproterenol (solucion 1), durante 7 dias, modificacion del
procedimiento empleado por Iwasaki et al, (1990).

El grupo control o PBS estuvo conformado por 25 ratonas gestantes previamente
inyectadas con solucion PBS (solucién 2) durante 7 dias a partir del mismo dia y

por el mismo periodo que en el grupo experimental.

Con la finalidad de corroborar que el efecto del isoproterenol fuera exclusivo en
crias, las ratonas gestantes tratadas con isoproterenol y con PBS, fueron pesadas
desde el primer dia de gestacion hasta el sacrificio, se evalué el nUmero de crias y
reabsorciones por camada. Después de la cesarea para obtener los fetos o
posterior al parto el corazén de las ratonas se perfundié para lavarlo con PBS 1xy
fijarlo en paraformaldehido 3.5% (solucion 3), para su analisis. En los corazones

obtenidos de cada grupo experimental y control se realizaron disecciones en 4
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camaras. Los cortes obtenidos fueron fotografiados en un microscopio

estereoscopico acoplado a una camara; en las micrografias se midio el grosor del
tabique interventricular y las paredes libres de ambos ventriculos con el uso del
programa ImageJ 4.4.3 de los institutos Nacionales de Salud de los Estados
Unidos de Norteamérica (NIH) (Rasband, 1977).

Andlisis morfolégico

Con la finalidad de establecer cuales fueron los cambios hipertréficos cardiacos en
el modelo, se escogieron, al azar, 6 ratones para cada etapa [15, 17 y 19dpc; RNy
7D], los cuales fueron registrados en su tamafio y peso corporal. Una vez
realizadas las mediciones, se extrajo el corazén el cual también fue pesado. El
indice de masa ventricular fue calculado dividiendo el peso del corazén (mg) entre
el peso del cuerpo del feto o neonato (mg) segun el caso. Los corazones fueron
perfundidos para lavarlos con PBS1x y fijjados con paraformaldehido al 3.5% en
PBS, se tomaron micrografias en un microscopio estereoscopico acoplado a una

camara en diferentes aumentos segun el estadio.

Para evaluar el grosor de cada pared ventricular se emplearon tres corazones de
cada etapa por cada grupo. Fueron cortados en dos, en paralelo al surco auriculo-
ventricular. En cada cavidad se midié el grosor de la pared libre de ambos

ventriculos y el grosor del tabique interventricular (Etzion et al., 2010).

El resto de las muestras fueron cortadas transversalmente, tomando como
referencia la base ventricular (limite inferior de los tractos de entrada y de salida).
En cada micrografia se determinaron, el grosor de la pared libore de ambos
ventriculos y el grosor del tabique interventricular asi como el area de la luz del
ventriculo derecho, la del izquierdo y el total ventricular. Para determinar el
volumen ventricular y la masa del ventriculo izquierdo, se realizaron las siguientes
mediciones en micras: grosor del tabique interventricular (GTIV), didmetro del
ventriculo izquierdo (DVI), grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo
(GPPVI). La masa ventricular y el volumen se determinaron segun la férmula,

modificada del método de Penn por Devereux y Relchek (1976)
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VWVI= (DVI+GTIV+GPPVI)3-DVI3 1)
MVI= 1.04 (GTIV+DVI+DPPVI)-DVI  (2)

En donde VVI es volumen del ventriculo izquierdo; MVI, masa del ventriculo
izquierdo; 1.04 es una constante que hace referencia a la fuerza de gravedad del

miocardio, o gravedad especifica.

Para el analisis de imagenes y mediciones de micrografias Opticas se empleo el
programa ImageJ 4.4.3 NIH (Rasband, 1977).

Histologia

Los corazones disecados se deshidrataron con etanol desde 30% hasta absoluto,
se transparentaron con aceite de cedro y se incluyeron en parafina. Los cortes
fueron de 6 uym de espesor empleando un micrétomo. Las laminillas, una vez
desparafinadas por una hora en un horno para histologia a 60 °C y rehidratadas
con una serie gradual de etanol (de absoluto a 30%), se lavaron en agua destilada

y se tifleron con Hematoxilina y Eosina (H-E).

Para determinar los procesos hipertréficos mas dominantes, en cada grupo, se
emplearon 3 corazones por etapa para isoproterenol y 3 para control. En ellos se
evalué el espacio intersticial, para lo cual se obtuvieron micrografias con un
microscopio convencional a 40X, se tomaron 3 campos de cada una de las
estructuras (ventriculo derecho, ventriculo izquierdo y tabique interventricular), en
los cortes transversales, el analisis se hizo a través del programa UTHSCSA

ImageTool version 3.0. (Lukowsk et al., 2010, Brooks y Conrad, 2009).

Inmunohistoquimica indirecta

Con la finalidad de establecer la correlacién entre la presencia de los factores de
transcripcion marcadores de HC, NFAT, MEF2C, GATA4 y Cdk9, y la proliferaciéon
celular (PCNA), se realizaron estudios de colocalizacion. Basados en las
instrucciones del fabricante (EnVision™ DuoFLEX Doublestain System, Dako,

USA), las laminillas con muestra fueron tratadas con solucién de citratos a presion
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(15lbs/pulg.?) para liberar al antigeno, posterior a los lavados con PBS-tween 20,

se incubaron de 5 a 10 minutos con solucion bloqueadora de proteinas (Biogenex,
USA), de 5 a 10 minutos con solucion bloqueadora de peroxidasa (Dako, USA) y
se aplico el primer anticuerpo (anti-MEF2, anti-GATA4, anti-Cdk9, anti-NFAT),
durante 30 minutos. El segundo anticuerpo fue un polimero acoplado a peroxidasa
de rabano HRP, el complejo fue visualizado con una solucion de 3-
3’diaminobenidina (DAB) como cromdgeno. En todos los casos se incubd un
segundo anticuerpo primario, anti-PCNA (30 minutos), el cual fue reconocido por
un polimero acoplado a fosfatasa alcalina (AP) y visualizado con rojo permanente
como cromogeno. Transcurridos los lavados se montaron las laminillas con
PBS/glicerol 1:1. Las muestras fueron visualizadas con un microscopio Optico, se
tomaron micrografias a 40x, aproximadamente 3 campos para cada una de las
estructuras (ventriculo derecho e izquierdo y tabique interventricular). Se
determiné el nimero de nucleos positivos para los marcadores de HC y el nimero

de nudcleos positivos para PCNA.

Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA

Los niveles de expresion de la a-MHC y la B-MHC fueron analizadas por gPCR-TR
para cada etapa y su control, para ello en cada grupo se obtuvo el RNA total
mediante la técnica de Trizol (Invitrogen, Life Technologies, USA), se separé la
fase acuosa después de la aplicacion de cloroformo. EI RNA fue precipitado
mediante adicion de isopropanol y lavado con etanol al 70%. El boton de RNA fue
resuspendido en 20 pyL de agua libre de RNasas, se cuantificé y determiné el
grado de pureza, mediante el uso de un espectrofotdémetro, absorbancia a 260/280

nm.

Para la sintesis de cDNA, se empleé 1ug de RNA total y la retrotranscriptasa
reversa (Super Scrip Il Rnase H Revers Transcriptase de Invitrogen Life
Tecnologies, USA). La reaccién fue realizada en un volumen total de 20uL que
incluyé amortiguador de la transcriptasa reversa (20 Mm Tris HCL, 50 mM KCI pH
8.3), 10 mM DTT, hexanucleétidos al azar (25 pM), inhibidor de RNase (20U)
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(Invitrogene Life Technologies, USA), 1mM dNTPs (Promega,USA). La sintesis de
cDNA consistié en 10 minutos a 70°C, 10 min temperatura ambiente, 45 min a
42°C, 3 min a 99°C y 2 min a 4°C.

PCR cuantitativa Tiempo Real.

El gPCR-TR, fue realizado en un sistema Mx30005Tm QPCR con un programa
MxPro QPCR versiéon 3.00 (Stratagene, USA) y SYBR Green (Applied Biosistems,
USA), como sistema de deteccion. Las reacciones fueron realizadas en placas de
96 pozos con cinta aislante oOptica (Cultek) en un volumen total de 20 ul que
contenia el Mix SYBR Green y el cDNA correspondiente a cada muestra (15, 17 y
19 dpc, RN y de 7D de isoproterenol y control). Se emple6 como control interno o
normalizador el gen 18S RNAr de ratén, el cual fue usado en paralelo para cada
corrida. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion
10 min a 95°C; seguido de 40 ciclos a 95°C por 30s, 60°C por 30s, 72°C por 30s.
El paso final de elongacion fue de 72°C por 10 min. Todos los cebadores (Tabla 1)
fueron disefiados con un intrén de por medio, usando el programa en linea
Primers3 (primer3 www.cgi v0.2). Se us6 un control negativo en la reaccion de
PCR que contenia agua. Cada reaccion de PCR fue probada por triplicado para

obtener el promedio representativo.

Tabla 1. Lista de oligonucledétidos.

Gen Cebador
Sentido Antisentido
a-MHC GGCACAGAAGATGCTGACAA CTGCCCCTTGGTGACATACT
B-MHC GGCATTGAGTGGACCTTCAT TCGAGGCTTCTGGAAGTTGGT
RNA 18S GAGGTGAAATTCTTGGACCGG TCTTGGCAAATGCTTTCGCT
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Andlisis estadisticos

En el caso de los estudios morfoldgicos e histoldgicos, las diferencias significativas
entre los grupos, (isoproterenol y control) se realizaron utilizando una prueba t de

Student, con un valor de significancia de p<0.05.

En las inmunohistoquimicas, se cuantificaron el total de nudcleos positivos para
cada factor de transcripcion (GATA4, MEF2c, NFAT, Cdk9), y el total de nucleos
positivos a PCNA, los resultados fueron representados en graficas a partir del

promedio calculado y la desviacion estandar.

El método Livak (también denominado AACt), fue utilizado para analizar la
cuantificacion relativa de gRT-PCR-TR para lo cual se empled el gen del RNA
Ribosomal 18S como gen normalizador y los mismos genes de corazon de raton
adulto como calibrador relativo (Livak, 1997; Livak y Schmittgen, 2001). Los

valores calculados fueron presentados en graficas con su desviacion estandar.
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RESULTADOS

Corazones de los ratones hembra adultas

El andlisis morfométrico de los corazones de los ratones hembra adultas tratadas
con isoproterenol y PBS durante la gestacion, fueron hechas en cortes en cuatro
camaras. En la grafica 2, se muestran las medidas promedio representadas en
milimetros (mm) de tres mediciones de cada estructura y de tres corazones,
controles y tratados. En ningun caso se presentaron diferencias significativas. Sin
embargo la medida en los tratados fue ligeramente mayor que en los testigos
(Grafica 1).

En la figura 1 se muestra la micrografia de corazén adulto control y tratado, con
corte en cuatro camaras en paralelo al surco auriculo-ventricular y transversal
tomado como referencia la base ventricular (limite inferior de los tractos de entrada

y de salida). Se determind que no existen diferencias morfologicas evidentes.

El promedio de crias obtenidas de los ratones hembra gestantes en ambos grupos

fue de entre 6 y 8, con una baja tasa de reabsorcion (Gréfica 2).

2.5 1

15 4
u IS0

mPBS

=

0.5 +

GVD GVI GTI-V

Gréfica 1. Andlisis morfométrico de un corte en cuatro cadmaras de corazon adulto de
raton hembra tratado durante la gestacion con isoproterenol. Promedio en milimetros
(mm) de: GVD: Grosor de la pared libre del Ventriculo Derecho; GVI: Grosor de la pared
libre del Ventriculo Izquierdo; GTI-V: Grosor del Tabique Interventricular.
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Figura 1. Micrografia de corazén adulto de ratdbn hembra después del nacimiento de sus
crias. Corte en cuatro camaras y transversal vista frontal 11x, A. Control; B. Tratado con
isoproterenol; AD: Atrio derecho, Al: Atrio Izquierdo, PVD: Pared del ventriculo derecho,
TI-V: tabique interventricular; PVI: Pared del ventriculo izquierdo.

8 4

7

mISO
W PBS

REABS CRIAS

Gréfica 2. Numero de crias y reabsorcidon por camada, de ratones hembra gestantes
tratadas con isoproterenol (ISO) y controles (PBS).

Morfometria del corazén de las crias

El indice de masa ventricular (IMV), en las crias de ratones hembra tratadas con
isoproterenol durante la gestacion, fue mayor que en el grupo control. Se observo
una diferencia significativa en el periodo prenatal a los 15 dpc, 17 dpc y 7 dias

después del nacimiento con una p<0.05 (Grafica 3).
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Gréafica 3. Indice de Masa Ventricular de fetos y crias de raton de madres tratadas con
isoproterenol y controles de las etapas 15, 17 y 19 dias postcoito (DPC), recién nacido
(RN) y 7 dias de nacido (7D), PBS, controles; ISO, tratados con isoproterenol. *, Indica
una diferencia significativa con p< 0.05.

El grosor de la pared libre de ambos ventriculos y el tabique interventricular,
aumenta significativa y gradualmente solo después del 19 dpc comparado con el
control. El incremento es mas evidente después del nacimiento. Sin embargo, la
estructuras mas afectadas fueron la pared libre del ventriculo izquierdo y el

tabique interventricular ya que aumento su grosor (Grafica 4 y 5).

El &rea de la luz del ventriculo derecho se mantiene casi constante y sin cambios
significativos comparado con el control, excepto en el dia 17 después del coito, en
donde el tratado con isoproterenol es mayor. Sin embargo, se mantienen el resto
de los estadios, ligeramente por debajo del promedio del control. El area lineal de
la luz del ventriculo izquierdo se reduce significativamente desde antes del
nacimiento (19 dpc), aproximadamente a la mitad de los valores para los testigo.
Pese a ello el area total lineal ventricular, se mantiene casi constante y sin
cambios significativos y solo desde el 19 dpc se mantiene un ligeramente por

debajo del control (Grafica 6).
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Gréfica 4. Grosor de la pared libre del ventriculo derecho (GVD), grosor de la pared libre del ventriculo izquierdo (GVI), y grosor del
tabique interventricular (GTI-V), en corte en cuatro camaras de corazones de fetos y crias de ratones hembra tratadas con
isoproterenol y controles de las etapas 15, 17 y 19 dias postcoito (dpc), recién nacido (RN) y 7 dias de nacido (7D), PBS, controles;
ISO, tratados con isoproterenol. *, diferencia significativa con p< 0.05.
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Gréfica 5. Grosor de la pared libre del ventriculo derecho (GVD), grosor de la pared libre del ventriculo izquierdo (GVI), y grosor del
tabique interventricular (GTI-V) en corte transversal de corazones de fetos y crias de ratones hembra tratadas con isoproterenol y
controles de las etapas 15, 17 y 19 dias postcoito (dpc), recién nacido (RN) y 7 dias de nacido (7D), PBS, controles; ISO, tratados
con isoproterenol. *, diferencia significativa con p< 0.05.
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Gréafica 6. Area lineal total ventricular (AT), area lineal de la luz del ventriculo derecho (AVD), area lineal de la luz del ventriculo
izquierdo (AVI) de corazones de fetos y crias de ratones hembra tratadas con isoproterenol y controles de las etapas 15, 17 y 19
dias postcoito (dpc), recién nacido (RN) y 7 dias de nacido (7D), PBS, controles; ISO, tratados con isoproterenol. *, diferencia
significativa con p< 0.05.
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El volumen del ventriculo izquierdo del grupo tratado con isoproterenol, fue

significativamente menor que el del control en todos los casos, siendo mas
evidente al dia 7 después del nacimiento (Gréafica 7A). En comparacion, la masa

del mismo ventriculo se increment6 (Gréfica 7B).
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Graficas 7. Volumen del ventriculo izquierdo (A), masa del ventriculo izquierdo (B), de
corazones de fetos y crias de ratones hembra tratadas con isoproterenol y controles de
las etapas 15, 17 y 19 dias postcoito (dpc), recién nacido (RN) y 7 dias de nacido (7D),
PBS, controles; ISO, tratados con isoproterenol.
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El espacio intersticial nos permitié determinar el tipo de hipertrofia presente en el

modelo. En ventriculo izquierdo de los controles (Gréafica 8A), el espacio intersticial
se mantiene casi constante, sin embargo, en los tratados con isoproterenol, en el
estadio 17 dpc y a los 7 dias después del nacimiento el aumento del espacio
intersticial es significativo, mientras que en el estadio 19 dpc disminuye un poco.
En el caso del tabique interventricular (Grafica 8B), el espacio es mucho mas
variable de estadio a estadio, Sin embargo sigue el mismo patron de aumento que

en el ventriculo izquierdo.
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jz | " (ESPACIO INTERSTICIAL)
35 4
30 *
25 4 SO
20 M PBS
15
10
gl
5 |
15dpc 17 dpc 19dpc RN 7D
70 4 %

TIV CORTE TRANSVERSAL B

60 (ESPACIO INTERSTICIAL)

50 N
40 *

miSO

30 ’ mPBS
20

10 -

0 !

7D

15dpc 17 dpc 19dpc RN

Grafica 8. Espacio intersticial. Ventriculo izquierdo (VI), A, tabique interventricular (TIV) B.
de corazones de fetos y crias tratados con isoproterenol y controles de las etapas 15, 17 y
19 dias postcoito (dpc), recién nacido (RN) y 7 dias de nacido (7D), PBS, controles; ISO,
tratados con isoproterenol, *, indica una diferencia significativa con p< 0.05.
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1SO
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Figura 2. Comparacion de la region de la pared libre del ventriculo izquierdo en corte transversal, corazones de fetos y crias de
ratones BalbC de madres tratadas con isoproterenol (50 pug/Kg de peso) de las etapas 15, 17 y 19 dias postcoito (dpc), recién nacido
(RN) y 7 dias de nacido (7D). Tinciéon con H-E, PBS, controles; ISO, tratados con isoproterenol. Amplificacion a 40x
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Expresion espacio-temporal de los marcadores moleculares de Ia
Hipertrofia Cardiaca en crias de ratones hembra tratadas con isoproterenol
y PBS.

El analisis cuantitativo de todos los factores de transcripcion estudiados (GATA4,
MEF2c, NFAT y Cdk9), se mantuvo elevado significativamente en los corazones
de fetos y crias tratadas con isoproterenol, mientras que, en el control
disminuyeron gradualmente sin perderse completamente su expresion (Grafica 9).
En el caso de GATAA4, tanto en la region del VI como en el TI-V, en el estadio 19
dpc de los controles, solo aparece citoplasmatico, por lo que no fue posible
expresarlo gréficamente (Grafica 9 A y B). En el control, MEF2 es ciclico,
comienza elevado, disminuye drasticamente, sin perderse y se vuelve a elevar,
mientras que en el tratado con isoproterenol se mantiene elevado y con poca
variacion (Gréfica 9 G y H). En la grafica 9F, NFAT, estd disminuido
significativamente para el tratado con isoproterenol en el estadio 15dpc, sin

embargo, a partir del estadio 17 dpc aumenta significativamente.
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Graficas 9. Nivel de expresion de marcadores de HC en el tabique interventricular (TI-V) y
ventriculo izquierdo (VI) de corazones de fetos y crias de madres tratadas con
isoproterenol, de las etapas 15, 17 19 dias postcoito (dpc), recién nacido (RN) y 7 dias de
nacido (7D). PBS, controles; I1SO, tratados con isoproterenol. Analisis por conteo de
ndcleos positivos de cada marcador: GATA4 (A y B); Cdk9 (C y D); NFAT (E y F); MEF2c
(GyH).
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Para comprobar que el aumento de tamafio del ventriculo se debe al aumento de

tamafio del cardiomiocito y no al incremento en la proliferacion celular, se analizo
la presencia de PCNA (Grafica 10).

En los controles, tanto para la regién del ventriculo izquierdo como el tabique
interventricular, la presencia de PCNA varia de forma ciclica en un patrén repetido
de aumento y disminucion. Mientras que en los tratados con isoproterenol el
patrén es similar, pero el nimero de nucleos marcados con PCNA fue menor a la

mitad del valor encontrado en los cardiomiocitos de los controles.
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Graficas 10. Actividad proliferativa en las regiones del ventriculo izquierdo (VI) y tabique
interventricular (TIV), de corazones de fetos y crias de ratones de madres tratadas con
isoproterenol de las etapas 15, 17 19 dias postcoito (dpc), recién nacido (RN) y 7 dias de
nacido (7D). PBS, controles; ISO, tratados con isoproterenol.
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Expresion relativa de a-MHC y g-MHC en el corazén de crias de ratones
hembra tratadas con isoproterenol.

La expresion relativa del gen a-MHC (Gréfica 11), fue un poco mayor en las crias
experimentales a partir de RN y 7 dias después del nacimiento comparado con el
grupo control. Sin embargo, el cambio maés significativo fue que en los
experimentales este gen tiene un pico mayor dos dias antes que en los controles.
De tal manera que el 15 dpc la expresion de a -MHC fue 8 veces mayor en los
tratados y un incremento similar se observo a los 17 dpc en los controles
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Grafica 11 Expresion de o—MHC, del lado izquierdo los tratados con isoproterenol y del
lado derecho los controles, de las etapas 15, 17 y 19 dias postcoito recién nacido (RN) y 7
dias de nacido (7D). PBS, controles; ISO, tratados con isoproterenol. La dltima barra
muestra al control adulto, normalizado a uno.
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La expresion relativa del gen B-MHC (Gréfica 12) fue un poco mayor en las crias
de ratones hembra tratadas con isoproterenol que en el grupo control, entre el
15dpc hasta RN, excepto en el 17 dpc del grupo PBS. Al dia 7 después del
nacimiento en ambos grupos la expresion cae por debajo de 0.05 con respecto al

control relativo (AD). Sin embargo, el cambio mas significativo fue que en los

experimentales este gen tiene un pico mayor dos dias antes que en los controles.
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Grafica 12. Expresion de B-MHC, del lado izquierdo los tratados con isoproterenol y del
lado derecho los controles, de las etapas 15, 17 y 19 dias postcoito, recién nacido (RN) y
7 dias de nacido (7D). PBS, controles; I1SO, tratados con isoproterenol. La ultima barra
muestra al control adulto, normalizado a uno.
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DISCUSION

Frey et al. (2000), propusieron que en la HC del adulto, se presenta una
reinduccion del programa génico fetal, lo cual provoca cambios en la organizacion
de la estructura sarcomérica, ya que afecta la sintesis proteica de la contractilidad
lo que conlleva a un incremento del tamafio del cardiomiocito asociado al aumento
de tamafio del corazdn. Pese a esta informacion, hasta hoy en dia se desconoce
si en la HC infantil o temprana existe un proceso similar que conduce a dicha
patologia, la cual este asociada a cambios en la expresion de marcadores de HC.
Por tal motivo, en el presente estudio se establecié un modelo murino para inducir
mediante el suministro de isoproterenol a madres gestantes la HC en los fetos

similar a la reportada en adultos.

El modelo consisti6 en tratar ratones hembra gestantes con isoproterenol.
Mediante estudios morfométricos, se demostrd, que una dosis de isoproterenol de
50 pg/Kg de peso, diaria durante 7 dias después del implante (5 dpc), provoca HC
en las crias, sin afectar la morfologia del corazén de la madre, asi mismo tampoco

incrementa la tasa de reabsorcion.

Respecto de las crias, en este estudio se encontr6 que la manifestacion
anatomicas de la HC se destacan después de nacimiento, contrario a lo observa
por Iwasaki et al., (1990), quienes reportaron en ratas una HC septal
desproporcionada solo durante la etapa fetal. Al respecto, mediante analisis
morfométricos solo logramos evidenciar que el corazon de las crias producto de

madres tratadas con isoproterenol es mayor que el grupo control.

De acuerdo con la descripcién de la patologia realizada por Frey (2000), en donde
el aumento de tamafo del cardiomiocito conduce al aumento de tamafio del
corazén caracteristico de la HC. En las crias obtenidas tratadas con isoproterenol,
el analisis del indice de masa ventricular revel6 que el corazon es mas grande con
respecto a los controles, dicho incremento esta ligado al indice de masa del

ventriculo izquierdo, en el que se observé un incremento significativo del ventriculo
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izquierdo, durante todo el estudio. Estos hallazgos, estan asociados al incremento

del grosor del tabique interventricular y de la pared libre del ventriculo izquierdo,
conjuntamente con el decremento de la luz ventricular. Estos resultados
demuestran que en nuestro modelo experimental se desarroll6 una HC patolégica
ventricular izquierda, en la que también se ve afectada la compactacion del
miocardio ventricular, al mismo tiempo que cae la actividad proliferativa, similar a

lo observado en una HC de tipo patolégica, concéntrica.

Carrefio et al., (2006), plantearon, desde un punto de vista fenotipico, que la HC
patologica es la mas importante, ya que destaca por la activacion amplificada de
genes marcadores de hipertrofia, ademas de ser la responsable en la mayoria de
los casos de la muerte sUbita, caracterizada por la reactivacion desequilibrada de
genes fetales como a-MHC y el aumento de expresion de diferentes factores de
transcripcion involucrados en sus sintesis. Al respecto, nosotros encontramos que
en las crias experimentales la expresion espacio-temporal de los factores de
transcripcion, GATA4, MEF2c, NFAT y Cdk9, siempre fue mayor y constante
desde la etapa fetal hasta 7 dias después del nacimiento, en comparacién con el
grupo control, lo cual revela su alta actividad biolégica en la induccion de la HC
temprana, corroborando asi nuestra hipotesis (Figura 3). Estos resultados indican
gue el isoproterenol tienen impacto sobre dichos marcadores, sin embargo, para
corroborar este efecto, sera indispensable evaluar la presencia de receptores del
tipo alfa adrenérgicos y determinar si las vias MAPK (ERK 1/2 y p38) estan

activadas, lo que permitiria establecer la via que el isoproterenol activa.
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Figura 3. Hipétesis contra resultados. Expresion de marcadores de hipertrofia (GATA4,
MEF2c, NFAT y Cdk9). En condicién normal e induccion de HC.

Pese a que B-MHC es la isoforma predominante en condiciones normales de los
corazones humanos adultos, se ha sugerido que incluso pequefios cambios en la
expresion de la isoforma relativa puede alterar significativamente la fuerza del
cardiomiocito, B-MHC se caracteriza por tener una menor actividad energética
(gasto de ATP), y menor velocidad de acortamiento de los filamentos, pero puede
generar mayor fuerza formando puentes cruzados y ahorrando energia que en el
caso de a-MHC. Actualmente se sabe que los niveles relativos de expresion de a-
MHC y B-MHC pueden estar alterados en enfermedades tales como la
insuficiencia cardiaca o la HC, como respuesta adaptativa, a fin de conservar la
energia, lo que sugiere, que durante la etapa fetal del corazéon normal a-MHC es
predominante y, posterior al nacimiento, hay una sustitucion de la alfa por la -
MHC. Sin embargo, en nuestro estudio encontramos que los niveles de expresion
del mensajero de la a-MHC tanto en los fetos de las crias tratadas con
isoproterenol como con PBS, son mayores que en el corazéon del adulto normal,
incluso 7 dias después del nacimiento; mientras que los niveles de expresion [3-
MHC, en ambos grupos son superiores a los niveles normales durante la etapa
fetal, y posteriormente al nacimiento decaen, contrariamente a lo esperado. Por
tanto, estos resultados sugieren que a-MHC y B-MHC, son marcadores indicativos
del estado de la gravedad de la HC temprana o infantil. Similar a lo demostrado
por Krenz (2004), quien, a través del uso de ratones transgénicos carentes de la

expresion casi total de B-MHC, encuentra que tiene una funcion cardiaca contractil
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reducida significativamente, pero los animales estaban sanos, tenian una vida

normal y no mostraron ninguna patologia cardiaca a nivel microscopico

En este trabajo se muestran, por primera vez, los niveles de expresion del
mensajero de la forma B-MHC, considerada como caracteristica de la forma
madura de etapas adultas; mediante qPCR-TR, hemos demostrado que dicha
forma es muy constante en la etapa fetal hasta el RN de corazones normales, sin
embargo, es preciso evaluar los niveles de expresién de la proteina 3-MHC, con la
finalidad de determinar el estado de madurez del corazén y en etapas mas

avanzadas.

FETO
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8- MHC —_—

Figura 4. Hipoétesis contra resultados. Expresion espacio-temporal de a-MHC y p-MHC,
condicion normal e induccién de HC.

Durante la miogénesis del muasculo esquelético y el cardiaco, la expresion
especifica de genes es controlada por las redes de transcripcion miogénica y la
participaciéon de los reguladores de la transcripcion. Avances sustanciales logrados
en los ultimos afios para dilucidar los mecanismos que conduce a la hipertrofia,
han identificado un conjunto de mecanismos de sefializacion que se extienden a
corto plazo (0.5 a 60 min) para la reprogramacion de la expresion génica hacia un
fenotipo cardiaco fetal (Fink et al., 2000). Hoy en dia, se ha demostrado que otras
moléculas, conocidas como microRNAs (miRNAs o miRs), regulan diversos

procesos biolégicos, incluyendo la autorenovacion y la diferenciacion de células
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madre embrionarias, a través de la inhibicion de la traduccién de RNA transcrito

(Tomohide et al., 2009). Actualmente, han sido considerados como agentes
terapéuticos para silenciar genes causantes de enfermedades. Asi mismo, datos
recientes sugieren que los miRNAs estan implicados en la etiologia de la
enfermedad cardiaca y la remodelacion de los corazones, incluyendo la hipertrofia
cardiaca (Markham y Hill, 2010).

Hasta la fecha, en la HC del adulto se han establecido experimentalmente 11
mMiRNAS, 9 prohipertréficos y dos antihipertréficos. Estos incluyen miR-1, 133, 129,
18 ter, 195, 21, 23 bis, 23 ter, 24, 208 y 212. Sin embargo, no se han establecido
los niveles de expresion de dichos grupos de miRs en la HC temprana, por lo que
consideramos, que el modelo de hipertrofica cardiaca temprana inducido con
isoproterenol propuesto en este trabajo, seria una herramienta Gtil en la valoracion
de los microRNAs pro- y anti-hipertroficos. Los que podrian ser la clave para su

diagnostico temprano.
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CONCLUSIONES

1. La dosis intraperitoneal de isoproterenol de 50ug/Kg/dia durante siete dias
después del implante embrionario, no produce hipertrofia cardiaca en los

ratonas hembras gestantes.

2. El analisis morfométrico revelé que las crias de madres tratadas con
isoproterenol desarrolla un HC de tipo concéntrica, la cual carece de
compactacion miocéardica, con baja tasa de proliferacion celular, ademas
estd dirigida al ventriculo izquierdo y con afeccion del tabique

interventricular.

3. Los factores de transcripcion MEF2A, GATA4, CDK9 y NFAT, en las crias
tratadas con isoproterenol estan sobre-expresados desde 15 dpc y se
mantienen asi hasta después del nacimiento asociados con los cambios

morfologicos.

4. La expresion relativa del RNAm del a-MHC demuestra que la contractilidad
en las crias de ratones hembras tratadas con isoproterenol debe ser lenta,
mientras que la expresiéon de B-MHC, es menor, pero nuca decae por
completo. Ademas de que el maximo de su expresidn se muestra antes en

el corazon de las crias de ratones hembras tratadas con isoproterenol.
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PERSPECTIVAS

¢ Analizar la expresion de los marcadores de HC (GATA 4, MEF2c, NFAT y Cdk9),
en el ventriculo derecho de neonatos y evaluar la expresién de los receptores tipo
B-adrenérgicos y algunos MAPK (ERK1/2 y P38).

eEvaluar los niveles de expresion de B-MHC, para determinar el estado de

madurez y seguirlo a mayor edad (extension a 15 dias después del nacimiento).

¢ Determinar si los niveles de a-MHC, son traducidos a proteina por medio del uso

de la técnica de Western Blot.

e Establecer y correlacionar la expresion de microRNAs pro- y anti-hipertroficos en
nuestro modelo, los cuales podrian ser la clave para el diagnostico temprano de la

hipertrofia cardiaca.
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Apéndices

1 Inclusién en parafina.

El tejido lavado y fijado, se deshidrata con alcoholes graduales en agua destilada
desde 30% hasta 70%, con cambios de 30 minutos, y se termina de deshidratar

desde 70% hasta absoluto con cambios de 1 hora.

Cambio de alcohol absoluto a alcohol absoluto aceite de cedro (1:1) por una hora.
Aceite de cedro puro, de 24 horas o hasta transparentar el tejido.

Aceite de cedro cloroformo (1:1), de 30 minutos a 1 hora.

Cloroformo 1 hora.

Cloroformo parafina (1:1), 1 hora.

Parafina I, 4 horas

Parafina Il, toda la noche

Parafina lll, de 2 a 3 horas

Orientacion del tejido.

Se hacen cortes en micrétomo de 5 a 6 micras de espesor, para Hy E, los cortes
se montan sobre laminillas limpias y para inmunohistoquimica se montan sobre

laminillas tratadas con poli-L-Lisina (1:10), ver apéndice 2.
2 Tincidén con hematoxilina y eosina.

Una vez que se tienen los cortes montados sobre las laminillas, se marcan con

lapiz de punta diamante y de desparafinan en un horno a 62°C por una hora.
Se sacan del horno y se colocan en:

Xilol | 5minutos
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Xilol 11

Alcohol absoluto

96%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

H20dd

Hematoxilina de Harris

H20dd

Alcohol al 70% mas HCI

H20 de la llave méas amoniaco

H20dd

Eosina

Alcohol 96%

Alcohol 96%

Alcohol absoluto

Xilol Il

5 minutos
de 2 a 5 minutos
de 2 a 5 minutos
de 2 a 5 minutos
de 2 a 5 minutos
de 2 a 5 minutos
de 2 a 5 minutos
de 2 a 5 minutos
de 2 a 5 minutos
de 2 a 5 minutos
5 minutos
de 1 a 3 minutos
3 minutos

rapido

3 minutos
5 minutos
2 minutos
rapido
rapido
rapido

3 minutos
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Xilol IV 5 minutos

Las laminillas se limpian y se montan con entellan.

3 Preparacién de laminillas con Poli?- L-Lisina.
Se usa poli-L-Lisina, diluida 1:10 en agua destilada.

Se lavan las laminillas con detergente dextran, se enjuagan con agua corriente, se
enjuagan con agua destilada, se dejan secar a temperatura ambiente, se lavan
con alcohol al 70% en agua destilada por 10 minutos, se dejan secar a
temperatura ambiente, se colocan en la solucion de poli-L-Lisina de 10 a 20
minutos en agitacidbn suave y se dejan secar a temperatura ambiente, y se

guardan.

58



Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Soluciones

1 Isoproterenol. Bitartrate salt. Sigma Aldrich 129K5005

Se diluye en PBS 1x estéril a una concentracién de 50ug por mililitro de solucion,
por raton se administran 100pL.

Se mantiene en refrigeracion y cubierto de la luz para evitar su oxidacion.

2 PBS 1x
REACTIVOS MOLARIDAD GRAMOS
NacCl 137mM 4.00g
KCI 2.7mM 0.10g
Na2PO4 4.3mM 0.72g
KH2PO4 1.47mM 0.12g
H20dd 500mL

Se esteriliza bajo 120°C y 20 Lb de presion durante 20 minutos.

2 Paraformaldehido 3.5%,

Se prepara en PBS1x estéril, 3.5 gramos de paraformaldehido por cada 100ml de
PBS. Se disuelve calentando ligeramente el PBS.
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