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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel mundial,
superando de manera notable a otras enfermedades como el cancer (Kannel, 2000, Maisch
et al.,, 2004). La hipertrofia cardiaca (HC) es una respuesta secundaria irreversible del
miocardio a un conjunto de alteraciones de tipo genético, mecanico o estructurales,
generalmente diagnosticada en personas de edad adulta y que conduce a una insuficiencia
cardiaca y/o muerte subita (Galindo et al., 2009) Anteriormente, se pensaba que era una
patologia rara en niflos pero con el avance de la tecnologia y el uso de ecocardiogramas, se
ha logrado detectar en nifios y nifias que presentan trastornos metabdlicos como diabetes y
obesidad (Gonzalez-Rave et al.,, 2011); o cardiopatias congénitas, un ejemplo es la
estenosis adrtica y valvulopatias (CENETEC, 2009).

Se sabe que los Factores de Transcripcion cardiacos (GATA-4, NFAT y MEF-2C) que
participan durante una HC de adulto han sido reportados como reguladores de la
embriogénesis y en la etapa postnatal, estando relacionados con la cardio-proteccién ante el
estrés citotoxico. (Akazawa and Komuro, 2003). Adicionando el descubrimiento de los
microRNAs o mirR’s, los cuales participan en la regulacibn de procesos biolégicos
incluyendo el desarrollo normal y patol6gico de los organismos, se conocen mas de 150-200
miR’s que participan como reguladores cardiacos durante la diferenciacion, proliferacion,
migracion y apoptosis celular, algunos de ellos se destacan por su implicacién en las
enfermedades cardiacas (Fernandes et al., 2011), como es el caso del miR-23a considerado
un miR pro-hipetroéfico, en base a modelos de estudio de edad adulta o in vitro.

El uso del isoproterenol para el estudio de la HC es muy adecuado, por ser un método de
induccién simple, reproducible, de facil administracion y de baja mortalidad (Yan L, 2008;
Akasu et al., 1993; Brooks and Conrad, 2009). Recientemente Del Olmo (2011), desarrollé
un modelo de HC postnatal al administrar isoproterenol en ratones hembras gestantes
revelando alteraciones en el VI y TIV, asociadas con los cambios de expresion de a-MHC/B-
MHC similares a la descrita en la HC de tipo patolégica. Sin embargo, hasta el momento no
se conocen si los mecanismos que regulan la HC patoldgica adulta son los mismos durante
la HC postnatal o infantil. Por lo que el presente trabajo de investigacion se dedicara a
responder si la HC generada desde una etapa temprana mantiene estos mecanismos o vias,
a través de deteccion y medicion de los FT, similar al de un modelo adulto; y si el miR-23a

tiene alguna relacion en con los factores o la patologia segun su analisis.



. Introducciéon

1.1. Hipertrofia Cardiaca

La hipertrofia cardiaca (HC), se presenta como una respuesta secundaria a diverso
factores que alteran los cambios hemodinamicos del corazén, caracterizada por el aumento
en el grosor de la pared ventricular izquierda (VI) y tabique interventricular (TIV) (Figura 1)
(Carreno et al., 2006, Marian and Roberts, 2001), debido al crecimiento en el tamafio de los

cardiomiocitos, los cuales constituyen el 76% del volumen del 6rgano (Niimura et al., 2002).

Corazon Normal Corazon Hipertrofico

Ventriculo Ventriculo
Derecho Izquierdo

(VD) (Vi)

Figura 1. Diferencia entre corazén normal y un coraz6n con Hipertrofia cardiaca (Modificada.
Salud Siglo XXI. (sff). http://elmercaderdelasalud.blogspot.mx/2011_04_01_archive.html).

Dependiendo de la organizacién de los sarcédmeros, a lo largo o a lo ancho en el
cardiomiocito, la HC se puede clasificar en HC Fisiolégica e HC patolédgica. La HC fisiol6gica
0 adaptativa, es reversible, generada en respuesta a la sobrecarga de volumen inducida por
la practica de la actividad fisica regular e intensa (Carreno et al., 2006). La HC patoldgica o
inadaptativa, no es reversible, se produce en respuesta a la sobrecarga de presion,
caracterizada por presentar fibrosis (Figura 2). A nivel molecular, la HC patologica esta
asociada a la reprogramacion genética fetal (Beisvag et al., 2009), ejemplo de ésto es el
cambio en la expresion de isoformas de la cadena pesada de la miosina de tipo a de
respuesta rapida (a-MHC, alpha myosin heavy chain) por  de respuesta lenta (B-MHC, beta

myosin heavy chain) (Nakao et al., 1997).
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Figura 2. Esquema de los patrones principales de HC segun el tipo de sobrecarga hemodinamica
que las origina. (Modificado de ENNIS, l. y Escudero E. (s/f).
http://www.fac.org.ar/1/publicaciones/libros/tratfac/hta_01/hipertrofia.pdf)

Entre los estimulos que promueven la HC patolégica se encuentran factores
humorales (adrenalina y noradrenalina); factores de crecimiento (insulinico, transformante,
tisular); el o6xido nitrico (NO); y agonistas adrenérgicos (fenilefrina e isoproterenol), y
vasoconstrictores como angiotensina Il (Ang 1), o endotelina—1 (ET-1) (Marian and Roberts,
2001); que convergen en la activacion de receptores de tipo tirosin-cinasa, o acoplados a
proteina G (GPCRs, G protein-coupled receptors), este primer contacto en la superficie
celular desencadena la movilizacién de diferentes proteinas como PKC, Akt, y proteinas
cinasas activadas por mitdgenos (MAPKs, mitogen activated protein kinase-like), estimuladas
por el incremento en la concentracion de Ca*? intracelular, ya sea por la apertura de canales
de membrana o por su salida desde reticulo sarcopldsmico. El incremento de este ion en el
citoplasma favorece diferentes rutas como por ejemplo la activacion de Calcineurina (Cn) y el
factor nuclear activador de células T (NFAT, nuclear factor of activated T-cells) asociados al
crecimiento celular, a través de la activacion de calmodulina (CaM) (Figura 3).

Por otro lado, la via de sefializacién de las MAPKSs activa a tres proteinas principales:
p38, c-Jun (JNK, c-Jun NH,-terminal kinase), y las reguladas por sefales extracelulares
(ERK, elk-related tyrosine kinase), encargadas de activar diversas funciones biol6gicas como
el crecimiento celular, la diferenciacién, la proliferacion y la apoptosis (Liang et al., 2001b).
Las cinasas JNK y p38 generalmente sirven como sensores especializados de estrés, a

estimulos de factores de crecimiento o de respuesta a lesiones; mientras que ERK acttan




como un punto de integracién para multiples sefiales bioquimicas de los procesos biolégicos
antes mencionados. Tales caracteristicas de activacion indican un papel causal para la
sefalizacién de MAPK en la mediacion o modulacién de la respuesta HC (Molkentin, 2004).
Estas vias culminan en la activacién de Factores de Trascripcion (FT) como: GATA-4, NFAT,

MEF-2C y, comunmente determinados en el adulto como activadores de la HC (Figura 3).

Angll, ET-1, Can2
ay B ADRENERGICOS
IGF, TGF, FGF
MEM. CELULAR

'‘RANSCRIPCIO|
ANV AVN

actores de crecimiento

Figura 3. Activacion de las Vias de sefializacion del miocito por diferentes estimulos produciendo
la Hipertrofia Cardiaca. (Molkentin et al., 1998; Liang et al., 2001b; Lu et al., 2000; Molkentin, 2004; Jang et
al., 2007; MacDonnell et al., 2009; Sunagawa et al., 2010; Kaichi et al., 2011; Katanasaka et al., 2013).

1.2. Factores de Transcripcion

Los FT, son proteinas con la capacidad de unirse a una regién potenciadora o
promotora especifica de un gen, dependiendo de su interaccion activan o reprimen la
transcripcion génica. Los FT cardiacos, han sido reportados como reguladores
transcripcionales de la embriogénesis, en la etapa postnatal, estan relacionados con la

cardio-proteccion ante el estrés citotoxico (Akazawa and Komuro, 2003).



1.2.1. GATA4

GATA-4, es miembro de la Familia de Factores de Transcripcion GATA,
caracterizados por uno o0 mas dominios de dedos de Zinc (Zn), se unen a la secuencia de
DNA  5-AGATAG-3, presente  en los promotores de muchos genes
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/2626), entre ellos, el que se traduce para la cadena
pesada de a-MHC, las cadenas ligeras de la miosina 1 y 3 (MLC1 y 3), la troponina cardiaca
Iy C, el péptido natriurético atrial (ANP por atrial natriuretic peptide) y el péptido natriurético
cerebral (BNP, brain natriuretic peptide); durante la morfogénesis cardiaca regulan procesos
como diferenciacién, proliferacién, migracion, crecimiento, contractibilidad y sobrevivencia
celular (Pikkarainen et al., 2004).

El FT GATA-4 posee 7 fosfopéptidos en dominios amino (N-) y carboxilo (C-)
terminales, localizados principalmente en los dedos de Zinc, por lo que adquiere la
caracteristica de fosfoproteina. En cultivo de miocitos de ratén adulto, la activacion de la
proteina cinasa C (PKC, protein kinase C), por sefiales dependientes de Ca*?y diacilglicerol
(DAG, diacylglycerol), dirige la fosforilacion del dominio N-terminal de GATA-4, favoreciendo
su actividad transcripcional como regulador de la diferenciacion, el crecimiento y la
contractibilidad.

GATA-4 también esta implicado en la HC, ya que su expresién es regulada por
diferentes rutas de sefializacion que responden a estimulos de sobrecarga de presion,
agonistas adrenérgicos o factores de crecimiento (Charron et al., 2001, Pikkarainen et al.,
2003, Wang et al., 2005, Hasegawa et al., 1997, Liang et al., 2001a, Oka et al., 2006); entre
los que destacan la via de sefalizacién reguladas por la familia de las MAPKs de las cuales
p38, proteina de tipo cinasa, fosforila a GATA-4 en su regién N-terminal, promoviendo su
exportacion al nucleo celular y activando su funcion transcripcional (Kobayashi et al., 2006).
Por su parte Kaichi y colaboradores (2011), y Sunagawa Yy colaboradores (2010)
demostraron en cultivo de miocitos de rata neonatal tratados con fenilefrina (PE) que los
receptores acoplados a proteinas G, son parte importante en el proceso de activacién de los
segundos mensajeros como la PKC o PKA, los cuales a su vez, interactan con la ciclina
dependiente de cinasa 9 (Cdk9, cyclin-dependent kinase 9), molécula encargada de fosforilar
a la histona acetiltransferasa (HAT, histone acetyltransferase-like protein) p300, la cual
agrega un grupo acetil al dominio C-terminal de GATA-4, favoreciendo la unién al DNA,
desencadenando asi la transcripcion sinérgica del ANF y la cadena pesada de B-MHC
(Kaichi et al., 2011, Sunagawa et al., 2010). En cambio, si las histonas desacetilasas de tipo

Il (HDAC-II, histone deacetylase Il) actian sobre GATA-4, éste disminuye su actividad
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transcripcional sobre los genes hipertréficos antes mencionados (Katanasaka et al., 2013)
(Figura 3).

Cuando GATA-4 interactuar con otros factores de transcripcion como GATA-6, NFAT-
3, MEF-2C y SRF, juntos conservan rio abajo la activacion de la respuesta hipertrofica al
potencializar la transcripcion de genes como: BNP, importante regulador del volumen
sanguineo y gasto energético cardiaco (Sunagawa et al., 2010), o por el complejo
Calcio/Calmodulina (Ca*¥/CaM). Al respecto Molkentin y colaboradores (1998) demostraron
que la sobre-estimulacion del complejo Ca*¥/CaM en cultivo de cardiomiocitos neonatos de
ratdbn por PE, es suficiente para desarrollar HC con fibrosis intersticial que evoluciona en
insuficiencia cardiaca, asociado al incremento en la expresion de GATA-4 y NFAT-3
(Molkentin et al., 1998).

1.2.2. NFAT

NFAT esta compuesto por 5 miembros NFAT-c1, NFAT-c2, NFAT-c3 y NFAT-c4, en
citoplasma y NFAT-5 nuclear; conformados por un dominio citosolico que trasloca al nucleo,
al unirse al receptor de estimulacién de células T (TCR), y un dominio nuclear inducible
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/4772). Durante la embriogénesis NFAT, regula la
expresion de numerosos genes entre los que se encuentran citocinas y receptores de
superficie como los receptores acoplados a proteina G, receptores acoplados a canales
i6nicos, y receptores de cinasas, entre otros (Molkentin, 2004).

En los cardiomiocitos, el incremento de Ca*?, derivado del estrés patoldgico
desencadena dos vias de sefializacion; una dependiente de cinasas (Ca**/CaMK-Il) y otra de
fosfatasas (Ca'?/CaM/Cn), ésta Ultima favorece la desfosforilizacién de NFAT, para su
traslocacion al nucleo y una vez ahi, activa genes pro-hipertroficos entre ellos BNP y ANP;
asi como algunos genes anti-apoptéticos (MacDonnell et al., 2009). Actualmente, se sabe
qgue el éxido nitrico (NO) tiene una efecto anti-hipertréfico, pues los segundos mensajeros
generados como guanosin monofosfato ciclico (cGMP, cyclic guanosine monophosphate) y
la proteina cinasa de tipo | (PKG I, cGMP-dependent protein kinase), regulan negativamente
la concentracién de Ca*?, en los miocitos tratados con PE, suprimiendo la via de sefializacién
Ca*¥/CaM/Cn-NFAT (Figura 3), lo cual se refleja en la disminucién del tamafio de los
miocitos, pese a la presencia del estimulo (Fiedler et al., 2002; Molkentin, 2004). Molketin y
colaboradores (1998), observaron que la activacion sinérgica de GATA-4 y NFAT-3, favorece
la sintesis de BNP hasta 100 veces mas, que al emplear los FT por separado. Con la

finalidad de determinar el dominio activo de NFAT, estos mismos investigadores notaron que



ratones con la mutante del domino 317 para NFAT (NFAT-3A317) pero que conservan la
homologia Rel y los dominios de activacion, son capaces de desarrollar HC de tipo
concéntrica, contrario a los ratones que expresaron la forma silvestre de NFAT (Molkentin et
al., 1998). Bourajjaj y colaboradores (2008), demostraron por gPCR-Tiempo Real, que el FT
NFATc2 es la isoforma mas abundante de la familia de NFAT en el corazén de ratones
adultos; ademas ratones neonatales carentes de NFATc2 presentaron un deterioro funcional
del miocardio semejante al provocado por el estrés mecanico, en contraste, ratones con
sobreexpresion de Cn pero carentes NFATc2 no desarrollaron HC. Por lo tanto, NFAT-c2
tienen un papel importante rio abajo de la via de Ca*?/Cn, durante la remodelacion cardiaca
(Bourajjaj et al., 2008; Haberland et al., 2009).

1.2.3. MEF-2C

El Factor Potenciador Especifico de Miocitos 2C (MEF-2C, Myocyte enhancer factor
2C) es parte de los FT MADS-box (MCM1, Agamous, Deficiens, Serum response factor-box)
gue son esenciales para la diferenciaciéon de todos los linajes musculares (Morin et al.,
2000), la familia MEF-2C esta conformada por MEF-2A, MEF-2B, MEF-2C y MEF-2D,
comparten homologia con la regiébn amino-terminal de la caja MADS rica en adenina-timina, ,
cuentan con un dominio de activacién de la transcripcién (TAD) en su extremo carboxilo-
terminal (Lin et al., 1997). Durante la HC, MEF-2C patrticipa en la regulacion de genes como
la a-MHC, la cadena ligera de miosinal-3 (MLC1-3), y a-actina esquelética (a-SKA por alpha
skeletal muscle actin); ademas de la troponina cardiaca | y C, distrofina y desmina
(Rosenthal and Harvey, 2010).

En el ratbn, MEF-2B y MEF-2C se co-expresan al comienzo del mesodermo pre
cardiaco 7.75dpc, 12 horas mas tarde se expresan MEF-2A y MEF-2D. Ratones carentes de
MEF-2C mueren antes del nacimiento, mientras que ratones MEF-2C*" desarrollan un
ventriculo hipoplasico asociado a una camara auricular con contracciones débiles (Lin et al.,
1997).

La actividad transcripcional de las proteinas MEF-2C se encuentra regulada por una
gran variedad de mecanismos. En condiciones de reposo, el FT MEF-2C se encuentran
unido al DNA como parte de un complejo represor asociado a histonas desacetilasas
(HDAC) y CAM. Lu y colaboradores (2000) hallaron un incremento en la expresion de MEF-
2C al estimular cultivo de miocitos de rata neonatal con PE (Lu et al., 2000). Por su parte
Yang y colaboradores (1999) demostraron que las MAPKs fosforilan el dominio TAD de

MEF-2C favoreciendo la transcripcion de genes como BNP (Figura 3) (Yang et al., 1999).



La proteina cinasa dependiente de calmodulina (CaMK por calmodulin-dependent
protein kinase), y la calcineurina también estimulan la actividad MEF-2C, pero los
mecanismos subyacentes son aun desconocidos.

Las HDAC-4 y HDAC-5, pertenecientes a las HDAC tipo II, al interaccionar con el
dominio TAD de MEF-2C, reprimen su actividad transcripcional afectando a genes como, c-
jun (Wang et al., 1999). Normalmente, Cabin-1 es un represor transcripcional de interaccion
con MEF-2C forman complejos multiproteicos al asociarse a HDACL1; Cabinl recluta tanto
HDACs como histona metiltransferasas (HMT, histones methyltransferases) para reprimir la
actividad transcripcional de MEF-2C (Jang et al., 2007). Como consecuencia, la transcripcion
de los genes a-MHC, ANP y BNP queda reprimida. Mientras que la fosforilacion del dominio
MEF-2C por la CaMK-1 y la CaMK-IV impide la interaccion con HDAC (Figura 3), liberando a
MEF-2C de su represion (Lu et al.,, 2000). Por lo tanto, para la activacion previa de
calcineurina se requiere el reclutamiento de NFAT y MEF-2C, esto estimula la transcripciéon
posterior de los genes BNP y B-MHC implicados en la HC (Pikkarainen et al., 2004).

El promotor ANF, para los factores de transcripcion GATA-4 y Nkx2.5, esta asociado
a la MEF-2C, pero este Ultimo, no contiene sitios de unidn, por lo que se sugiere que GATA-4
y Nkx2.5 ejercen una accion indirecta sobre MEF-2C; sin embargo, la expresion de GATA-4
y Nkx2.5 no se modifico en embriones carentes MEF-2C. ‘Morin y colaboradores (2000),
aportaron pruebas de que MEF-2C es reclutado por GATA-4 al activar sinérgicamente ANF y
otros promotores incluyendo a-MHC y a-actina cardiaca. El complejo MEF-2C/GATA-4 se
asocia por la interaccion fisica entre los respectivos dominios de unién al DNA y los dominios
de transactivacion que requieren ambos factores (Morin et al., 2000).

Finalmente, Cortés y colaboradores (2012), han sugerido que los FT GATA-4, NFAT y
MEF-2C podrian considerarse como blancos terapéuticos, pues observaron alta expresion
de estos FT en biopsias de humanos con insuficiencia cardiaca y con cardiomiopatia dilatada
(Cortes et al., 2012).

1.3. MiR-23aimplicado en la HC

Los microRNA’s (miRNAs o0 miRs) son cadenas sencillas de &cido ribonucleico (RNA,
Ribonucleic acid) cortos, muy conservados y no codificados, que participan en la regulacion
de procesos biolégicos incluyendo el desarrollo normal y patolégico de los organismos
(Latronico and Condorelli, 2011). Su reciente descubrimiento los ha establecido como una

nueva y gran clase de ribo-reguladores de genes. Se conocen mas de 50,000 miRs en



plantas, animales y virus, mientras que en el genoma humano solo se han determinado de
800 a 1000 miRs (Du and Zamore, 2005).

1.3.1. Biogénesis

Los miR’s se encuentran dentro de intrones o exones de RNA no codificantes. La
RNA polimerasa Il (RNA Pol Il), genera un RNA bicatenario en forma de horquilla,
denominado miR primario o pri-miR, que va desde cientos a miles de nucleétidos de
longitud. Posteriormente pasa a través de un complejo proteico llamado microprocesador,
gue consta de dos componentes, una ribonucleasa Ill o RNasa Il llamada Drosha, y una
endonucleasa con un dominio de union al RNA de doble cadena (dsRBD, double-strand
RNA-binding domain) denominada DGCRS8. Drosha, corta en el tallo de pri-miR para liberar a
un bucle de nucledétidos de aproximadamente 70 pb, formando el miR precursor o pre-miR.
Este pre-miR es transportado desde el ndcleo al citoplasma por la exportina-5. Una vez en el
citoplasma, el pre-miR es fragmentado por una segunda RNasa Ill conocida como Dicer, y la
proteina de unién TRBP (Trans-activator RNA-binding protein), que corta el tallo y el bucle
(stem-loop), liberando el miR maduro o hebra guia de 20-25 nucleétidos de longitud final
(Du and Zamore, 2005). La hebra guia integra al complejo de induccion de silenciamiento
(RISC, RNA-induced silencing complex), se unird a su secuencia homdloga o blanco del
RNA mensajero, a través de sitios de unidon en la regiébn de 3" no traducida (UTR,
Untranslated region), resultando la supresion o la degradacién del RNAm (Latronico and
Condorelli, 2011) (Figura 4).

Mas de 150-200 miR’s se han determinado en el corazén, como reguladores de la
diferenciacion, proliferacion, migracion y apoptosis celular, algunos de ellos se destacan por
su implicacién en las enfermedades cardiacas (Fernandes et al., 2011).

En el 2006, van Rooij y colaboradores (2006) revelaron la importancia de los miR’s
en la HC, al comparar la HC inducida por constriccion aértica (TAC) contra la sobreexpresion
de Cn en ratones adultos, mediante el analisis de expresién por microarreglos. Hallaron
similitud en aproximadamente 186 miR’s expresados. De los cuales 21 miR’s fueron
sobreexpresados y 7 miR’s sub-expresados en ambos modelos al validar por Northernblot.
Estos resultados permitieron a los autores clasificar a estos miR’s en 2 grupos: los pro-
hipertréficos y los anti-hipertroficos (van Rooij et al., 2006). Los miR’s anti-hipertroficos, por
su baja expresion fueron: miR-1, miR-133a, miR-9, miR-29 y miR-98; mientras que los miR’s
pro-hipertréficos fueron:miR-18b, miR-195, miR-199b, miR-199a, miR-208, miR-21, miR-23a
y miR-499 (Gladka et al., 2012).
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Figura 4. Biogénesis de los miRs (Lugo and Truijillo, 2009; Latronico and Condorelli, 2011)

1.3.2. MiR-23a

Analisis in silico, revel6 que el gen que codifica para miR-23a se encuentra en el
cromosoma 8  (http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0017019)
asociado a miR-27a, miR-24-2 'y miR-3074-2  (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=MI0000571). Sin embargo, la expresion del miR-27a y miR-24-2
durante la HC, es tardia; debido a que estos miRs son regulados por otros factores
transcripcién de respuesta tardia (van Rooij et al., 2006); mientras que miR-23a est4d mas
cerca al sitio de union del NFAT-c3, expresandose conjuntamente. Estudios pioneros por Lin
y colaboradores (2009), revelaron que tanto en cultivos de miocitos de ratas Wistar
neonatales tratadas con Aldosterona (ALDO) como con Isoproterenol (ISO), la sobre
expresion del miR-23a magnifica la expresién de Cn y de NFAT-c3, ambos conocidos como
marcadores de HC. Sin embargo, la inhibicion de miR-23a con antago-miR en cultivos de

miocitos de neonatos estimulados ALDO e ISO, no reprime la expresion de Cn y NFAT-c3,
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ademas no desarrollan HC (Lin et al., 2009). Por su parte van Rooij y colaboradores (2006),
revelaron que la induccion con PE y miR-23 a cultivos de miocitos de rata neonatal, se
producen cambios dramaticos en la morfologia cardiaca, debido al alargamiento de los
sarcomeros, fenotipo similar a la HC de tipo excéntrica. Mientras que Cirera y colaboradores
(2010), sugieren que la HC del ventriculo izquierdo (V1) generada por ligadura de la aorta en
ratas adultas Wistar, esta caracterizada por las sobreexpresion del miR-23a (Cirera et al.,
2010). En cambio Wang y colaboradores (2011) sugieren que la sobreexpresién de miR-23a
no altera la funcion y morfologia cardiaca, al generar ratones transgénicos, por lo tanto es
necesario un estimulo, como PE o endotelina 1(ET1) o TAC para el desarrollo de la HC
(Wang et al., 2012).

1.4. Modelo de HC inducida con Isoproterenol

El isoproterenol, es una catecolamina sintética y agonista de los receptores
adrenérgicos, la cual se une a los receptores de dicho nombre (AR), con una fuerza hasta 10
veces superior a la propia adrenalina (Rockman et al., 2002, Li et al., 2012). El isoproterenol
se destaca en el estudio de la HC, por ser un método simple, reproducible, de facil
administracién y baja mortalidad (Yan L, 2008; Akasu et al.,1993; Brooks and Conrad, 2009).
En comparacion con otras técnicas de corta duracion como el estrés por nado o en aquellas
gue requieren de procedimientos quirdrgicos con alto riesgo de morbilidad y mortalidad,
como la ligadura de la arteria coronaria (Akasu et al., 1993) o TAC (Kumar et al., 2009) o
implantacion de minibombas osmoticas para difundir activadores adrenérgicos (Boluyt et al.,
1995). Diversos trabajos han demostrado la flexibilidad del isoproterenol. Una sola inyeccion
subcutanea de isoproterenol (85mg/kg) en ratas adultas, provoca necrosis y fibrosis
miocérdica (Lalitha et al., 2012), mientras que el tratamiento cronico (100mg/kg) superior a 2
semanas, genera, en ratas adultas, disfuncion diastélica, ademas disminuyen los acidos
grasos y la glucosa, similares a los cambios observados en el corazén de rata después de un
infarto de miocardio de gravedad moderada (Heather et al., 2009, Roy and Mainzen Prince,
2012). Por su parte, Saadane y colaboradores (1999), observaron que la cardiotoxicidad
obtenida al administrar ISO con minibombas osmdticas, es capaz de generar HC 7 dias
después. Sin embargo 14 dias posterior al tratamiento una vez retiradas las minibombas, la
HC se revirti6 (Saadane et al., 1999). Al respecto Friddle y colaboradores (2000),
establecieron un perfil de 55 genes sobreexpresados a los 7 dias posterior a la inducciéon y
32 genes sobreexpresados durante la regresion (14 dias) empleando minibombas osmoética

de isoproterenol en ratones adultos (Friddle et al., 2000). Por otro lado, dosis menores de
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isoproterenol (35 mg/kg/dia) suministradas por 3 dias de manera subcutaneagenera una
cardiomiopatia dilatada, mientras que concentraciones superiores a 20 y hasta 60 mg/kg/dia
durante 7 dias administradas intraperitoneal, favorece la respuesta Hipertrofica de tipo
patolégica con afectacion del ventriculo izquierdo (VI) en el raton adulto (Cha et al., 2009,
Taglieri et al., 2011). Al respecto Galindo y colaboradores, (2009) por microarreglos de
expresion de RNAm, demostraron que la hipertrofia generada por isoproterenol es muy
similar a la hipertrofia cardiaca en humanos, ya que genes encontrados en el modelo de ISO
tienen mayor correlacion que la HC generada por ejercicio activo en ratones adultos de 8
semanas (Galindo et al., 2009).

Recientemente Del Olmo (2011), desarrollé un modelo de HC postnatal al administrar
isoproterenol en ratones hembras gestantes, por medio de andlisis morfométrico y reveld
alteraciones en el VI y TIV, asociadas con los cambios de expresién de o-MHC/B-MHC
similares a la descrita en la HC de tipo patologica. Pese a dichos conocimientos aun se

desconoce los mecanismo involucrados en el desarrollo de la HC postnatal.
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. Justificacion

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel mundial,
superando de manera notable a otras enfermedades que poseen una elevada prevalencia,
como el cancer (Kannel, 2000, Maisch et al., 2004). La HC es una respuesta secundaria
irreversible del miocardio, generalmente diagnosticada en personas de edad adulta con
cardiopatias, y considerada como un factor de mal prondstico, por conducir a una
insuficiencia cardiaca y muerte subita (Galindo et al., 2009). Estudios recientes, en modelos
murinos, han determinado que los miRs estan asociados a los mecanismos de regulacion;
participando en el control del crecimiento de los miocitos, la contractilidad, la fibrosis y la
angiogénesis; especialmente, en la respuesta del miocardio al estrés (van Rooij et al., 2008).
El miR-23a es un miR pro-hipertréfico, y su expresion esta regulada por el factor de
transcripciéon NFATc3, marcador de HC en adulto, capaz de transmitir la sefial hipertréfica,
lo cual indica un importante funcion en el desarrollo de la patologia (Lin et al., 2009).
Anteriormente, se pensaba que éste padecimiento era raro en nifios, pero
recientemente con el avance de tecnologia y el uso de ecocardiogramas, se ha logrado
detectar esta patologia inclusive desde la etapa fetal. Actualmente se estima que el 29% de
la poblacion mexicana la constituyen nifios y nifias de 0-14 afos, de los cuales 22 por cada
10, 000 nifios presentan trastornos metabélicos como diabetes y obesidad (Gonzalez-Rave
et al.,, 2011); asi mismo, de 4 a 12 por cada 1,000 recién nacidos presenta cardiopatias
congénitas, ejemplo es la estenosis aortica y valvulopatias principalmente (CENETEC,
2009); y de 5 por cada 10,000 recién nacidos desarrolla alteraciones de tipo hormonal como
hipotiroidismo e hipertiroidismo (ENSANUT, 2012). Todas estas patologias tienen directa o
indirectamente como érgano blanco el corazén. Sin embargo, hasta el momento no se

conocen si los mecanismo que regulan la HC patoldgica son los mismo a la HC infantil.
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lll. Planteamiento del Problema

En el adulto la Hipertrofia Cardiaca es regulada por diversos receptores y proteinas
de membrana, que activan vias de sefializacion regulados por cinasas y fosfatasas, cada
uno de ellas culmina, con la activacion o reprogramaciéon de genes de etapa embrio/fetal
(Silva et al., 2000). En la ultima década se ha determinado el papel de los microRNAs, como
reguladores de la HC. Algunos modelos experimentales de HC sugieren que miR-23a juega
un papel fundamental en la activacion de NFAT, a su vez, NFAT favorece la unién de MEF-
2C y GATA-4 al DNA, esta relacion permite la expresion de a-MHC sobre B-MHC (miosina
caracteristica de etapa embrionaria). Por tal motivo, nos preguntamos Si, ¢La expresion de
miR-23a, esta asociada a los factores de transcripcion NFAT, MEF2C Y GATA-4, que

posiblemente estan implicados en la HC etapa postnatal?

IV.  Hipotesis

Si la Hipertrofia Cardiaca en el adulto se caracteriza por la expresion del miR-23a,
asociado a los FT GATA-4, NFAT y MEF-2C, entonces seran los responsables de la HC
postnatal, inducida con Isoproterenol.

V. Objetivo General

Determinar el patron de expresion de miR-23a y su relacion con la activacion de los
factores GATA-4, NFAT y MEF-2C durante la etapa fetal/neonatal en un modelo de

Hipertrofia cardiaca inducida con ISO durante la gestacion.

5.1. Objetivos Particulares

* Analizar el indice de espacio intersticial en el VI de corazén de ratones tratados con ISO
durante su gestacion.

e Determinar el perfil de los Factores de Transcripcion GATA-4, NFAT y MEF-2C y por
Inmunohistoquimica y gPCR-TR.

e [Establecer la relacion de la expresion de miR-23a con el mensajero de los factores
GATA-4 NFAT, MEF-2C y durante la evolucion de la Hipertrofia Cardiaca.
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VI. Materiales y Métodos

6.1. Material

6.1.1. Material biologico:

Los Ratones Balb-C (25 hembras de 6 semanas de edad, con un peso aproximado de
+30g y 10 machos de 7 a 8 semanas de edad con un peso +30g). Se emplearon ratones
machos y hembra de 7-8 semanas de edad de la cepa Balb-C. Los animales fueron criados
en el Bioterio del Hospital Infantil de México Federico Gomez, bajo la norma oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, manteniéndolos en ciclos de 12 horas de luz por 12 horas de
oscuridad.

6.1.2. Anticuerpos Primarios:

v' Anti-NFAT (NFAT-c1, monoclonal, dilucién 1:10, Santa Cruz Biotechnology, U.S.A))
v' Anti-GATA-4 (GATA-4, monoclonal, dilucién 1:10, Santa Cruz Biotechnology, U.S.A.)
v' Anti-MEF-2C (MEF-2, monoclonal, dilucién 1:10, Santa Cruz Biotechnology, U.S.A.)

6.1.3. Anticuerpos Secundarios:

v" Anti-conejo acoplado a FITC (Isotiocianato de Fluoresceina, IgG 2A, dilucién 1:50, Santa
Cruz Biotechnology, U.S.A.)

v Anti-raton Alexa Fluor-488 (IgG 1, dilucion 1:50, Invitrogen, U.S.A.)

6.1.4. Reactivos

Isoproterenol (Sigma—Aldrich, U.S.A)
Etanol absoluto RA (MacronChemicals, U.S.A.)
Etanol 96% (Mena, México)
Paraformaldehido (Sigma-Aldrich, U.S.A.)
Aceite de cedro (Hycel, México)
Cloroformo RA. (JT. Baker, U.S.A))
Paraplas (Tissuetek, U.S.A)

Xilol (Merck, U.S.A)

Hematoxilina de Harris (Merck, U.S.A)
Eosina (Merck, U.S.A)

DraQ-7 (Biostatus, U.K.)

Glicerol (Sigma, U.S.A))

AN NI NN U U N U N N N N

Isotiocianato de Guanidina/Fenol, Trizol (Invitrogen, U.S.A.)
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Cloroformo GM (Sigma,U.S.A.)

Isopropanol GM (Sigma,U.S.A.)

Etanol 75% GM (Sigma,U.S.A.)

Agarosa 1 (ThermoScientific, U.S.A.)

GelRedintercalante para tincién de acidos nucleicos (Biotium, ¢)

Agua libre de RNAsas (Institut Mérieux, Francia)

Di-Nucleotidos tri-fosfatados, dNTP (Invitrogen,U.S.A.)

Solucién amortiguadora para Transcriptasa Reversa (BioBasic, Canadd)
Random Hexameros50uM (Applied BioSystem, U.S.A.)

Transcriptasa reversa M-MoLV, (BioBasic, Canada)

6.1.5. Oligonucleo6tidos

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en el gPCR- Tiempo Real.

Sentido Anti sentido
18S 5-TAG GGA GAG CGG CTT TTACA -3 5-GAC TCATTC ATT CCC CGA GA-3
GATA-4 5'-GCA GCAGCAGTGAAG AGA TG -3 5-GCG ATG TCT GAG TGA CAG GA -3’
NFAT 5-TCATCC TGT CCA ACACCAAA-3 5-TCACCCTGG TGTTCTTCC TC -3
MEF-2C 5-CGG TGT CGT CAG TTG TAT GG -3 5- TGC AGT AGA TAT GCG GCT TG -3’

miR-23a  5-GGG GUU CCU GGG GAU GGG AUU U-3
miR-202  5- UUC CUA UGC AUA UAC UUC UUU G-3’

6.1.6. Equipos

v" Horno para parafina (Arsa, México)

v" Olla de presioén (Pressto, Espafia)

v Agitador Orbital (Max/Becker, Luxemburgo)

v' Micrétomo (Microma, Espafia)

v/ Bafio Maria (Boekel, U.S.A.)

v" Microscopio estereoscopico (Stemi 2000C Zeiss, Alemania)
v" Microscopio convencional (Olympus, México)

v" Microscopio Confocal invertido (Zeiss, Alemania)

v" Vortex (VortexGenie2, U.S.A)

v' Placa térmica (Daigger, U.S.A))

v Espectrofotometro (Genequant ProAmersham Biosciences, Reino Unido)
v' Cabinas para PCR (Cleaver Scientific, Reino Unido)

v' Centrifuga Refrigerada (Scilogex, U.S.A)
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v' Transiluminador (Appligene oncor, Reino Unido)
v' Balanza Analitica (OHAUS, U.S.A)

6.2. Método

6.2.1. Obtencion de hembras gestantes

Se colocd un macho por cada 3-4 hembras, en cajas de polipropileno y reja metalica,
con lecho de viruta esterilizada y acceso ilimitado al alimento balanceado para roedor, asi
como agua estéril que se administr6 en bebederos. Se revisé diariamente la presencia de
tapon vaginal a las hembras; una vez obtenido el tapon (dia cero). Los ratones hembra,

fueron marcados y colocados en cajas individuales.

6.2.2. Induccién de HC durante la gestacion

Posterior al 5to dia de la implantacion, los ratones hembras gestantes, fueron
tratados con Isoproterenol (ISO) 50ug/kg/dia (Iwasaki et al., 1990) y con PBS (Solucién de
fosfatos pH 7.3, (Apéndice 1) para el grupo control (CTR), durante 7 dias. Los ratones
hembras gestantes fueron sacrificados por dislocacion cervical. De los grupos ISO y CTR, se
obtuvieron fetos y neonatos de las edades [15, 17, 19 después del coito (dpc), recién nacidos
(RN), 7 y 15 dias (D), y 6 semanas (S)]. En todos los casos los corazones fueron lavados
con PBS/SFB 2% (Apéndice 2) estéril y frio.

6.2.3. Induccion de HC durante la etapa adulta

Ratones machos de 7 semanas de edad, fueron tratados con Isoproterenol (ISO)
5mg/kg/dia (Tshori et al., 2006), y con PBS pH 7.3, para el grupo control (CTR-AD), durante
7 dias. Al 8vo dia los ratones machos fueron sacrificados por dislocacién cervical. En ambos
casos, los corazones, obtenidos fueron lavados con PBS/SFB 2% estéril/ frio, De cada
corazén se disecto la regién ventricular izquierda (VI), la cual fue empleada para realizar los

siguientes estudios.

6.2.4. Andlisis Anatémico e Histopatoldgico

Los corazones de ambos grupos (ISO y PBS) en las diferentes edades; posterior a
los lavados con PBS 1x estéril, fueron fijados en paraformaldehido al 3.5% (Apéndice 4),
deshidratados en serie gradual de etanol e incluidos en parafina. Estando en etanol al 70 %
se toman una serie de foto a la anatomia cardiaca mediante un microscopio estereoscépico,
acoplado a una pantalla (Zeiss, Alemania).Se realizaron cortes transversales seriados del

corazén en la zona ventricular a 5um. El material fue hidratado en serie de etanol gradual.
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Posteriormente, los cortes fueron tefidos con Hematoxilina-eosina (Apéndice 6 y 7). Se
capturaron micrografias con la ayuda de una camara digital adaptada a un microscopio
optico (Olympus, Japon) con un objetivo de 100x y ocular de 2.5. El espacio intersticial de
cada micrografia fue determinado empleando el programa UTHSCSA imageTool version 3.0.
(Lukowski et al., 2010, Brooks and Conrad, 2009).

6.2.5. Inmunofluorescencia indirecta

Se emplearon laminillas previamente tratadas con poli-L-Lisina (Apéndice 5) para
depositar los cortes de corazén de las diferentes edades, previamente descritas. Las
muestras fueron hidratadas en serie de etanol gradual, la recuperacion del antigeno se
realizé, empleando solucion amortiguador de citratos (Biogenex, USA) a 15 libras de presion.
La inespecificidad fue reducida con el Bloqueador Universal (BioGenex, USA). Los
anticuerpos primarios empleados (anti-NFAT, anti-GATA-4, anti-MEF-2C) fueron incubados
toda la noche a 4°C, en una camara humeda. El anticuerpo secundario empleado anti-conejo
0 anti-raton, segun el caso, fue acoplado a Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), los nlcleos
fueron marcados con DRAQ-7 (BioStatus,UK). Se tomaron micrografias a 40x de la pared
del VI empleando un Microscopio Confocal invertido (Zeiss, Alemania) y el programa de
captura Zen 2009.

6.2.6. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

El ventriculo izquierdo (V1) obtenido de 3 a 4 corazones de cada una de las diferentes
edades en los grupos ISO y PBS fueron empleados para obtener RNA total ,mediante el
meétodo fendlico/Trizol(Invitrogen, USA), La disgregacién mecanica del tejido fue realizada
empleando agujas de diferente calibre (20G, 22G y 27G ).Posteriormente se adicioné
cloroformo, después de la centrifugacién 14,000rpm/15 min/4°C; la fase acuosa colecta, fue
tratada con Isopropanol, toda la noche a -20°C. Se realizaron centrifugaciones a
14,000rpm/15 min/4°C y lavados con Etanol 75% (Apéndice 9). El boton resultante que
contenia el RNA fue re-suspendido en agua libre de RNAs, e incubado a 55°C/10min, para
eliminar DNAs. El RNA fue conservado a -70°C hasta su uso. La pureza, concentracion e
integridad fue valorada por espectrofotometria a 280nm/260nm de Abs y en un gel de
agarosa al 2% (Apéndice 8 y 10). EI RNA obtenido fue empleado para la sintesis de cDNA
gendmico usando la enzima transcriptasa reversa (BioBasic, Canada)de los fabricantes
(Apéndice 11a y b)o la enzima Transcriptasa reversa miR (AppliedBioSystem, U.S.A.) para
los cDNA microRNA'’s siguiendo el protocolo de los fabricantes. En ambos casos se emple6

el termociclador SureCycle 8800 (Agilent Technologies, U.S.A.) (Apéndicel2ay b).
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6.2.7. gPCR-Tiempo Real

Los primers para los genes NFAT, GATA-4 y MEF-2C (Tabla 1), fueron disefiados
empleando el programa en linea Primers3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). A partir del
cDNA sintetizado de cada una de las edades de los grupos ISO y CTR, se realizé el gPCR-
RT, empleando SYBR-Green (AppliedBioSystem, U.K) como marcador de amplificacion y
18S ribosomal como gen constitutivo (Apéndice 11c). Para la amplificacion del miR-23a se
utilizé el Sistema TagMan Universal (AppliedBioSystem, U.S.A.) y como control constitutivo
el miR-202 (Apéndice 12c).

Cada ensayo fue realizado por triplicado, se empleé gPCR-Tiempo Real, Stratagene
Mx3005P (Agilent Technologies, U.S.A.).

6.2.8. Andlisis de datos

El porcentaje de espacio intersticial, fue calculado a partir de 10 micrografias
capturadas a 40X, para cada una de las diferentes edades en los grupos ISO y CTR. Los
datos obtenidos fueron representados en grafica con el promedio mas su desviacion
estandar (SD). Se empleé la prueba de t de Student para determinar la diferencia entre los
grupos ISO vs CTR con una p<0.05 de significancia.

En el caso de las inmunofluorescencias, se determiné el porcentaje del total de
nacleos positivos a cada factor, el promedio obtenido con su SD fueron mostrados en
gréficas. Se empled la prueba de t de Student para determinar las diferencia entre los grupos
ISO vs CTR con una p<0.05 de significancia.

Los Cts obtenidos del qPCR-Tiempo Real fueron analizados por el método estadistico
de Livak 2ACt (Livak and Schmittgen, 2001). Los triplicados obtenidos fueron empleados
para calcular el promedio y SD; la normalizacién fue obtenida partir de la diferencia entre el
promedio del gen problema y el promedio del gen constitutivo. Los valores obtenidos, fueron
calibrados con el ACt del Adulto HC. Los resultados fueron presentados en gréficas.

Finalmente la correlacién entre el indice de espacio intersticial, los FT y el miR-23a,
fue obtenido por el analisis estadistico de correlacién de Spearman y regresion lineal multiple

empleando el programa estadistico de andlisis de datos STATA SE version 12.0.
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VIl. Resultados

7.1. Analisis anatomico e histopatoldégico de corazén hipertroficos en etapa
fetal y postnatal, tratadas con ISO durante su gestacion

Con la finalidad de comprobar la presencia de la HC en los fetos y neonatos se
analizaron los cambios anatomicos e histoldgicos. De esta manera se observd que el
corazén de grupo ISO siempre fue mayor al CTR (Figura 5). En los cortes histolégicos de
corazones en etapa fetal y neonatal del grupo I1SO, fue notable en el VI, la pérdida de la
alineacién en paralelo de las fibras (desorganizacién miofibrilar), debido a la falta de uniones
celulares entre ellos. Ademas en la mayoria de los miocitos fue evidente la presencia de
nacleos agrandados y excesivas vacuolas citoplasmaticas, similar a la HC de etapa adulta
inducida con ISO (Figura 6). Cabe destacar que en el VI de ISO-6S se determinaron multiples
lesiones multifocales localizadas principalmente hacia la luz ventricular, caracterizadas por
cumulos de miofibroblastos con elevada infiltracion y degeneracion miofibrilar. En los
individuos adultos CTR de la misma edad, se apreciaron miofibrillas en lineas, con
estrechas uniones, sin acumulacion de coldgeno (Figura 6).

El analisis cuantitativo del espacio intersticial reveld, que durante la etapa fetal el
grupo tratado con ISO y CTR conservo una distribucion muy similar; sin embargo posterior al
nacimiento fue significativamente notable la reduccién del espacio intersticial en el grupo
CTR. (Gréafica 1A, %cr=20.88-6.38 +3.06-2.430; 9%,50=28.896-27.76 +4.99-2.27,
Pisovsctr<0.025-0.0005). Es evidente que la administracién de ISO en la primera etapa de
gestacion, provoca dafo irreversible en el corazén, que refleja posterior al nacimiento y hasta
las 6S). Sin embargo, al emplear el analisis de regresién lineal encontramos una débil
asociacion entre el incremento de la edad con el indice de espacio intersticial. (Grafica 1B,
so=0.2491; rcrr =-0.3863).
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ISO CTR

Figura 5. Andlisis Anatomico de corazones de ratones tratados con isoproterenol
(ISO) y Controles (CTR) durante su gestacidon. Se observan las diferencias en el tamafio

del los corazones ISO en comparacién con CTR. Ademas se nota el incremento en grosor de la
pared del ventriculo izquierdo, Las caracteristicas anatémicas del ISO 6S son similares a la de un
adulto HC.

Fotos de laboratorio de Biologia del Desarrollo y Teratogénesis Experimental.
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Figura 6. Analisis Histopatologico del VI en el corazén de ratones tratados con
isoproterenol (ISO) durante su gestacidon. Micrografias del VI de corazon de raton tefiidos

con HE. A y B) Se observa la pérdida de uniones celulares, el incremento de matriz extracelular y el
dafio de fibras en las micrografias de ISO 6S, similares a la del HC. C) Control 6S
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) INDICE DE ESPACIO INTERSTICIAL EN V]l DE RATONES TRATADOS CON ISO
DURANTE SU GESTACION

35

30

25

20

15

10

L

B)

35 r=0.2491

30 °

25 e = )
20 O - :

15 r=-0.3863

10

15dpc 17dpc 19dpc RN 7D 15D AD(6S)

® ISO O CTR —Lineal(ISO) — Lineal (CTR)

Gréfica 1. indice de espacio intersticial. A) Porcentaje de espacio intersticial en el VI
durante las etapas de 15, 17, 19 dpc, recién nacido (RN), 7 y 15 dias, 6 semanas (6S) y adulto
con HC. * indica la significancia de p<0.05. B) Regresion lineal, que muestra la asociacion entre el
porcentaje de espacio intersticial y las edades de estudio.
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7.2. Factores de transcripcién determinantes en la HC
Con la finalidad de determinar si en la HC del ventriculo izquierdo estan presentes los

FT GATA-4, MEF-2C y NFAT, se evalu6 su proteina y el mensajero.

7.2.1. GATA-4

Mediante inmunofluorescencia, notamos que la expresion de GATA-4 fue nuclear
tanto en el grupo CTR como el ISO (Figura 7). El porcentaje de proteina determinada al inicio
de la etapa fetal fue muy similar entre los 2 grupos de estudio (%c1r=89.47% s %,50=97.81%
para 15dpc, y %cr=96.13% s %,50=94.59% para 17dpc), sin observar diferencias
significativas entre ellos; en cambio a partir de los 19dpc hasta el 6S, fue evidente la
disminucion paulatina de la expresion del GATA-4 en el grupo CTR, por lo que fue notable
una diferencia significativa entre los grupos. Ademas encontramos que la expresion de la
proteina de GATA-4 a las 6S en el modelo ISO fue aproximado de 4% mas (%soes)= 65.56+
2.08 vs %s0ap)=61.80%+2.47) que la determinada en la HC segun Tshori et al. (2006), sin
determinar diferencias significativa entre ellos (0apesysap™>0.5457, Gréafica 2A). Respecto al
analisis de regresion lineal, notamos que la expresion de GATA-4 tanto en el grupo CTR
como ISO se reduce cuando la edad incrementa (rcrr=-0.8243, rs0=-0.7906, Gréfica 2B)
cabe destacar que el grupo I1SO, al expresién de GATA-4 siempre fue mayor.

Por lo que respecta al analisis de expresion del mensajero de GATA-4, mediante el
método de 2ACt, hallamos un incremento en la expresion de GATA-4 en las edades 15,
17dpc RN y 6S del grupo ISO de 0.05 hasta 1.2 veces mas que el modelo de HC de etapa
adulta segun Tshori et al., 2006. En cambio en el grupo CTR la mayor expresién de GATA-4
fue determinada desde la etapa 15dpc hasta 7dias con un rango de 0.03 a 1.62 veces mas
que el control HC de etapa adulta (Grafica 3A). Cabe destacar que en ambos grupos de
estudio observamos al incrementar la edad de estudio, la expresion de GATA-4 disminuye
moderadamente (Graficas 3B, so=-0.3301 y rctr=-0.7259).
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Figura 7. Inmunofluorescencia de GATA-4 en el VI del corazén de ratones tratados
con ISO durante su gestacidén. A) Micrografias tomadas a 40X, donde se observa la
expresion nuclear de GATA-4 en el VI a las 6 semanas y HC de etapa adulta azul=nucleos,

verde=GATA-4 y flechas rojas colocalizacion.

Fotos de laboratorio de Biologia del Desarrollo y Teratogénesis Experimental.
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A) PORCENTAJE DE NUCLEOS POSITIVOS A LA EXPRESION DE GATA-4 ENEL
V1 DE RATONES TRATADOS CON ISO DURANTE SU GESTACION
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Gréafica 2. Analisis de la expresiéon proteica de GATA-4. A) Porcentaje de nlcleos

positivos a GATA-4 en el VI. * indica la significancia de p<0.05 B) Regresion lineal, que muestra

la asociacién entre GATA-4 y las edades de estudio.
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A)
EXPRESION DEL RNA MENSAJERO DE GATA-4 NORMALIZADO CON EL AD ISO
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Grafica 3. Analisis de la expresién relativa de mensajero de GATA-4. A) El RNA
mensajero de GATA-4 en el VI fue normalizado con 18s y el HC de etapa adulta. (----) indica las
edades que sobreexpresan GATA-4. B) Regresion lineal, que muestra la asociacién entre RNAmM
de GATA-4 y las edades de estudio.
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7.2.2. NFAT

Respecto al factor de transcripcion NFAT (Figura 8) por microscopia confocal
valoramos de manera cualitativa la expresion de la proteina nuclear. Encontramos que en
todas la edades propuestas en este estudio existen diferencias significativas entre los grupos
ISO vs CTR para la expresion de la proteina de NFAT (piso vs ctr<0.0014). Es interesante
destacar que el porcentaje de nucleos positivos a NFAT en el grupo CTR siempre fue menor
al determinado en el grupo ISO (rango de %,50=98.77 a 60.40 vs %c1r=60.76 a 17.49).
Respecto al AD 6S tratados con isoproterenol durante la gestacion, obtuvimos porcentajes
muy similares a al modelo HC de etapa adulta descrito por Tshori y colaboradores (Gréfica
4A, Y150(65=66.23% +1.14; %50 Ap=65.48%=1.64). La regresion lineal, revelé que a mayor
edad menos expresion del factor NFAT en ambos grupos (Gréfica 4B, rs0=-0.9696 y rctr=-
0.8789).

Por lo que respecta al mensajero de NFAT, se observd un incremento de expresion
en los 15dpc, 17dpc y AD 6S fue de 0.111 a 0.28 veces més que el HC de etapa adulta
(Grafica 5A). Por medio de regresion lineal, no encontramos asociacion entre la expresion del

mensajero de NFAT con la edad en ambos grupos (Grafica 5B, so=-0.2626 y rctr=-0.40).
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Figura 8. Inmunofluorescencia de NFAT en el VI del corazdn de ratones tratados con
ISO durante su gestacion. A) Micrografias tomadas a 40X, donde se observa la expresion
nuclear de NFAT-4 en el VI a las 6 semanas y HC de etapa adulta azul=nucleos, verde=NFAT y

flechas rojas colocalizacion.

Fotos de laboratorio de Biologia del Desarrollo y Teratogénesis Experimental.
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A) PORCENTAJE DE NUCLEOS POSITIVOS A LA EXPRESION DE NFAT EN EL VI
. DE RATONES TRATADOS CON ISO DURANTE SU GESTACION
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Gréfica 4. Andlisis de la expresion proteica de NFAT. A) Porcentaje de nlcleos positivos a

NFAT en el VI. * indica la significancia de p<0.05 B) Regresién lineal, que muestra la asociaciéon

entre NFAT y las edades de estudio.
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) EXPRESION DEL RNA MENSAJERO DE NFAT NORMALIZADG CON EL AD ISO
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Gréafica 5. Andlisis de la expresion relativa de mensajero de NFAT. A) El RNA
mensajero de NFAT en el VI fue normalizado con 18s y el HC de etapa adulta. (----) indica las
edades que sobreexpresan NFAT B) Regresion lineal, que muestra la asociacién entre RNAmM de
NFAT y las edades de estudio.



7.2.3. MEF-2C

En el caso MEF-2C, el nimero de nucleos positivos determinados a lo largo del
estudio en el VI fue mayor en el grupo ISO (Figura 9), en comparacion con el grupo CTR
(%,50=98.69% a 55.06% vs %crr= 37.97% a 7.65%). Cabe sefialar que el porcentaje
obtenido en el ISO 6S fue muy similar a la determinada en el HC AD (Gréafica 6A,
%150(65=60+4.03 Vs %50 (ap)=59.72+4.48), sin determinar diferencia significativas entre ellos.
La regresion lineal revel6 que la reduccién en la proteina de MEF-2C en el grupo ISO esta
asociada a la edad, mientras que en el grupo CTR la expresion de MEF-2C es
moderadamente  favorecida con el aumento de edad. (Gréficas 6B, hso=-0.9694 vy
rcrr=0.6893),

Referente al andlisis del mensajero de MEF-2C, las edades con mayor expresion
fueron a los 15, 17dpc y 6S en el grupo ISO con un rango de 0.05 a 0.20 veces mas que el
HC de etapa adulta (Grafica 7A). Por lo que respecta a | CTR, en ninguna de las edades
analizadas determinamos incremento de la expresion. En ambos casos la regresion lineal

obtenida fue negativa (Grafica 7B, rs0=-0.3591 y rctr=-0.6442).

7.3. Expresion Relativa de miR-23a

En ninguna de las edades del grupo CTR analizadas, hallamos expresién del miR-
23a mayor a la determina en HC de etapa adulta (Gréafica 8A), sin embargo con el analisis de
regresion lineal encontramos que el miR-23a incrementa de forma moderada cuando la edad
también aumenta (Grafica 8B). En el caso del CTR, a los 7 dias la expresion del miR-23a
incremento 0.71 veces mas que el adulto hipertréfica (Grafica 8A). Mientras que la regresion
lineal evidencio una dependencia positiva con la edad (Gréafica 8B, rso=-0.6715 Yy rcrr=-
0.3860).
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Figura 9. Inmunofluorescencia de MEF-2C en el VI del corazén de ratones tratados

con ISO durante su gestacién. A) Micrografias tomadas a 40X, donde se observa la
expresién nuclear de MEF-2C en el VI a las 6 semanas y HC de etapa adulta azul=ndcleos,

verde=MEF-2C y flechas rojas colocalizacion.

Fotos de laboratorio de Biologia del Desarrollo y Teratogénesis Experimental.
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A) PORCENTAJE DE NUCLEOS POSITIVOS A LA EXPRESION DE MEF—Z'C EN EL
V1 DE RATONES TRATADOS CON ISO DURANTE SU GESTACICN
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Grafica 6. Andlisis de la expresion proteica de MEF-2C A) Porcentaje de nucleos
positivos a MEF-2C en el VI. * indica la significancia de p<0.05 B) Regresion lineal, que muestra

la asociacion entre MEF-2C y las edades de estudio.
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A) EXPRESION DEL RNA MENSAJERO DE MEF-2C NORMALIZADO CON EL AD
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Grafica 7. Andlisis de la expresion relativa de mensajero de MEF-2C. A) EI RNA
mensajero de MEF-2C en el VI fue normalizado con 18s y el HC de etapa adulta. (----) indica las
edades que sobreexpresan MEF-2C. B) Regresion lineal, que muestra la asociacion entre RNAmM
de MEF-2C y las edades de estudio.
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) EXPRESION DEL miRNA-23a NORMALIZADO CON EL AD ISO
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Grafica 8. Andlisis de la expresién relativa de miR-23a. A) EIl RNA mensajero de miR-
23a en el VI fue normalizado con miR-202 y el HC de etapa adulta. (----) indica las edades que
sobreexpresan miR-23a. B) Regresion lineal, que muestra la asociacion entre miR-23a y las

edades de estudio.



7.4. Correlacion de la expresion del miR-23a con los factores de transcripcién
GATA-4, NFAT, MEF-2C EN LA HC postnatal.

Con la finalidad de conocer si la expresion del miR-23a ejerce un efecto directo o
inverso a la expresion de los FT en la HC postnatal, se empleo el método estadistico de
Spearman. En ninguna de las edades analizadas se logro establecer dicha correlacién. No
obstante fue posible observar que el porcentaje de proteina GATA-4 nuclear determinada
esta asocia con la proteina NFAT y MEF-2C (Coefpgaspnt=0.8634, p<0.0123;
Coefpeasm2=0.8799, p<0.009); mientras la proteina NFAT esta correlaciona con la proteina
de MEF-2C (Coefpntyspm2=0.992, p<0.0001). De manera similar los RNAm también se
asocian, GATA-4 con NFAT (Coef=0.8496, p<0.0155); y NFAT con MEF-2C (Coefi5o=0.9476,
p<0.0012; Coefc1r=0.9343, p<0.002).

Tabla 2. Andlisis de variables mediante Correlacion de Spearman

ESP. RNAM RNAm  RNAm PROT PROT  PROT miR-
INTER. GATA4 NFAT  MEF-2c  GATA4 NFAT  MEF-2C  23a
ISO ISO ISO ISO ISO ISO ISO ISO
ESP. Coef
INTERS. |3 1
Toop 0
RNAM Coef
GATA-4 |3 0.0873 1
T 0.8523 0
RNAM Coef
NFAT |3 -0.1916 0.8496 1
T 0.6807 0.0155 0
RNAmM Coef
MEF-2C |3 -0.2197  0.6864  0.9476 1
T or 0.6359  0.0886  0.0012
PROT Coef
GATA-4 |3 -0.0684  -0.0223 -0.1075  0.0546 1
T e 0.8841 09622 08186  0.9074
PROT Coef
NFAT |3 -0.2264  0.3958  0.3963 05085  0.8634 1
T or 0.6255 03794 03787  0.2439  0.0123 0
PROT Coef
MEF-2C | Q -0.2098  0.3759  0.3637  0.4768  0.8799  0.9992 1
e 0.6516 0.406  0.4226  0.2793 0.009  0.0001 0
miR-23a |g Coef 04321  -0.0656  -0.053  -0.0664  -0.5579 -0.6263  -0.6354 1
2]
- F 0.333  0.8888  0.9102  0.8875  0.1931  0.1323  0.1251 0
*p<0.05
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VIIl. Discusion

La formacion y remodelacion del corazén en los mamiferos, es el resultado del
balance entre los procesos basicos de desarrollo (proliferaciébn, migracién, crecimiento
celular y apoptosis), por lo que durante la etapa embrionaria los miocitos requieren de mayor
actividad mitética. Sin embargo, esta capacidad disminuye hasta en un 50% cuando se inicia
la etapa fetal, en este periodo, es evidente un equilibrio entre la proliferacién y el crecimiento,
produciéndose la conaocida hipertrofia. Normalmente después del nacimiento, en respuesta al
incremento de carga hemodinamica, la proliferacion de los miocitos cae, para dar paso al
incremento en masa muscular debido al alargamiento adaptativo en el tamafio del miocito.
Este resultado genera un cambio en la geometria del ventriculo izquierdo (Norris et al.,
2008). No obstante, cuando la presion hemodinamica se modifica, por alteraciones de tipo
estructurales, mecénicas, genéticas u hormonales, entonces el balance entre la proliferacion
y el crecimiento se pierde, alterando la estructura y funcion del corazén.

La HC de etapa adulta, est4 caracterizada por el aumento del tamafio del miocito,
asociado a grandes focos de fibrosis intersticial, generados por la pérdida de uniones
celulares, apoptosis e incremento de matriz extracelular rica en colageno. Con la finalidad de
determinar si, la fibrosis es un proceso relevante en la evolucion del HC postnatal inducida
por la administracion de isoproterenol durante la gestacion, realizamos analisis
histopatologico. Pese a que determinamos en el ventriculo izquierdo de las crias tratadas
con isoproterenol durante la gestacién, un mayor incremento en el espacio intersticial,
respecto al grupo CTR, Unicamente logramos identificar focos de fibrosis asociados hacia la
luz ventricular en ratones de 6semanas (Figura 6). Sin embargo, en este estudio no
analizamos apoptosis. Cabe destacar que después del nacimiento fue evidente un proceso
de compactacioén en la pared del VI en ambos grupos de estudio, suponemos que se debi6é a
los cambios hemodinamicos, tal como lo propone Norris y colaboradores (2008), pues la
regresion lineal sugiere, que en el grupo control, la compactacion de la pared ventricular esta
asociada con la madurez del ratén; en contraste, crias tratadas con isoproterenol de
6semanas fue evidente la pérdida de uniones celulares y mayor incremento del espacio
intersticial, caracteristicas similares a las determinadas en los modelos de HC inducida en la
etapa adulta (Yan L, 2008, Akasu et al., 1993, Brooks and Conrad, 2009). Estos datos
revelan que el isoproterenol, ademas de afectar la estructura del miocito, también puede ser
capaz de regular las funciones de los fibroblastos, encargado de la sintesis de colageno. Ya
gue Marijianoski y colaboradores (1994) establecen que el intercambio de colageno tipo lli

por colageno tipo |, es primordial para el desarrollo normal del corazon, por lo que durante la
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etapa fetal y parte de la neonatal; la mayoria del colageno es de tipo lll, para favorece la
elasticidad, el cual poco a poco es sustituido por el colageno tipo |, que proporciona rigidez,
al microambiente del miocito (Marijianowski et al., 1994). Posiblemente GATA-4 es el factor
indirectamente responsable de controlar el tipo de colageno, pues algunos estudios de
remodelacién, sugieren que la sobre expresion de GATA-4, en miofibroblasto tratados con
TGF-B promueven la expresion de ANP y BNP, factores que inducen la sintesis de colageno
(Sun et al., 1994, Funck et al., 1997, Eghbali et al., 1991).

En los modelos de HC de etapa adulta, es claro el mecanismo de accién del
isoproterenol, al ser reconocido por los receptores adrenérgicos, que activan la vias de
sefalizacion dependientes de Ca+2/CaM y de MAPK’s, encargados de promover la
activacion de FT denominados factores de etapa embrio/fetal entre ellos GATA-4, MEF2C Y
NFAT, responsables de la activacion de genes especificos del sarcomero, como las miosinas
cardiacas de tipo a y B. Con la finalidad de determinar si la HC postnatal originada por la
administracion de isoproterenol durante la gestacion esta asociada a la expresién de los
factores de GATA-4, MEF-2C Y NFAT. Realizamos estudios de inmunohistoquimica y gPCR-
tiempo real, de esa manera demostramos por primera vez, que el isoproterenol al ser
administrado via intraperitoneal durante la gestacion no afecta la estructura anatomica del
corazon (Figura 5), pero si evita que la expresion de factores GATA-4, MEF-2C Y NFAT
disminuyan durante la etapa fetal y postnatal, ya que en ratones carentes del estimulo, la
expresion de los factores GATA-4, MEF-2C Y NFAT se reduce conforme el individuo alcanza
su madurez, tal como lo observaron Pikkarainen en modelos murinos de etapa fetal y
neonatal (Pikkarainen et al., 2004).

Es importante destacar, que el porcentaje de nlcleos positivos a los factores GATA-4,
MEF-2C Y NFAT, asi como la expresion del mensajero determinado a las 6 semanas, es
similar o incluso mayor al obtenido en la HC inducida en etapa adulta o en modelos clasicos
de estudio. Pese a que los valores obtenidos en los HC de 6 semanas fueron superiores al
CTR de la misma edad, nunca se alcanzaron valores tan altos de los factores como los
observados en la etapa fetal.

Estudios recientes, sefialan que en la HC de etapa adulta inducida con isoproterenol
o aldosterona, existen altos niveles de expresion de miR-23a (Lin et al., 2009), basados en
estos datos, nos planteamos como objetivo, determinar la expresién de miR-23a en la HC
postanatal. Sin embargo, a lo largo del estudio (15dpc a 6S) no logramos observar expresion
de este microRNA superior a la determinada en el hipertréfico de etapa adulta. Aunque

estudios de Lin y colaboradores (2009), proponen que la sobre expresiéon de miR-23a esta
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asociado con la activacion directa de la isoforma NFATc3; en el modelo de HC postnatal
inducido con isoproterenol durante la gestacién no hallamos correlacion directa entre la
expresion del microRNA, con los factores GATA-4, MEF-2C Y NFAT, ya que la expresion
del miR-23a en el grupo CTR fue similar en el tiempo, al obsérvala en el modelo de HC.
Posiblemente miR-23a, esté asociado con el alargamiento del miocito tal como lo propone
Van Rooij y colaboradores (2006) en cultivos de miocitos de rata neonatal tratados con PE y
miR-23a o por Cirera y colaboradores (2010) o en HC del ventriculo izquierdo (VI) de ratas
adultas Wistar generada por ligadura de la Ao (van Rooij et al., 2006, Cirera et al., 2010). Sin
embargo aun faltan estudios funcionales que permitan esclarecer el papel de miR-23a en la
HC postnatal. Debido a que Wang y colaboradores (2012) sugieren que la sobreexpresion de
miR-23a no altera la funcién y morfologia cardiaca, en ratones transgénicos, por lo tanto es
necesario un estimulo, como PE o endotelina 1(ET1) o TAC para el desarrollo de la HC
(Wang et al., 2012).
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IX. Conclusiones

e El isoproterenol administrado durante la gestacion, induce crecimiento del ventriculo
izquierdo, asociado al aumento de espacio intersticial; Sin embargo a partir de la 6ta

semana es posible determinar focos de fibrosis similares a HC de etapa adulta.

e Los FT GATA-4, NFAT y MEF-2C, estan asociados con el desarrollo de la HC postnatal

e La expresion de miR-23a no est4 relaciona con los FT GATA-4, NFAT o MEF-2C, durante
la HC postnatal.

Ventajas del trabajo

Proporcionar una informacion importante para futuros estudios que exploren el
potencial terapéutico de los miRNAs, a través de la administracion sistémica de anti-miRs,
como un medio biolégico para el tratamiento de la hipertrofia patologica o la insuficiencia

cardiaca.
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X. Apéndice

Soluciones, pardmetros y técnicas:
1. Solucién Buffer de Fosfatos (PBS) 1x

Cloruro de Sodio (NacCl) 89
Cloruro de potasio (KCI) 0.2g
Fosfato de sodio Dibasico (Na2HPO4) 1.44¢
Fosfato de potasio Monobasico (KH2PO4) 0.24g
Agua destilada 500mL

2. PBSI1x/SFB 2% (50 mL)
Solucion Buffer de Fosfatos (PBS) 1xesteril 49 mL

Suero Fetal Bovino ImL

3. PBS 1x/ Tween 20
Solucion Buffer de Fosfatos (PBS) 1x 1L
Tween 20 500uL

4. Paraformaldehido 4%
Paraformaldehido 49
PSB 1x estéril 100mL

5. Poli-L-Lisina dilucién (1:10)
Poli-L-Lisina ImL
Agua destilada oImL

6. Hematoxilina de Harris

Hematoxilina de Harris 2.5¢
Sulfato de Aluminio y potasio [AIK(SO4)2 50g
Oxido Rojo de Mercurio (HgO) 2.59
Etanol 96% 100mL

Agua destilada 500mL



7. Eosina
Eosina Y
Etanol 96%

Acido Acético Glacial

8. Solucién Buffer de corrida, TAE 50x

Tris- Base

Acido Acético Glacial
EDTA 0.5M (pH 8)

Agua inyectable o destilada

9. Etanol 75%.....50mL
Etanol Grado Molecular

Agua inyectable o libre de RNAsas

10. Gel de agarosa 2%

Agarosa
TAE 1x

Gel Green Intercalante

11. Protocolo de Sintesis de cDNA

a) REACTIVO [inicial]
Buffer para RT 5x
Random Hexameros 600 uM
dNTP’s 10 mM
Inhibidor de RNAsas 40U/uL
Retrotranscriptasas
M-MoLV 200U
RNA -

H,0O libre RNAsas -

29
200mL

4 gotas

2429

57.1mL

100mL

Aforar

37.5mL
12.5 mL

29
100mL
5uL

[Final]
1x

ImM
20U

100U

Volumen

0.5uL
0.5uL

Xug/uL
c.b.p. 20pL
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b) Programa de Termociclador

Tabla 3. Condiciones para sintesis de cDNA de GATA-4, NFAT y MEF-2C.

25°C 15 min Incubacion
37°C 60 min Alineacién
70°C 10 min Elongacion
4°C infinito Conservacion

c) Protocolo para gPCR-Tiempo Real

Master Mix
SYBR
FW*
RV*
H,O
RNAsas
cDNA

libre

*La concentracion final depende de la estandarizacion de cada par de oligonucleétidos.

[inicial]
2X
10uM
10uM

[Final]
1x
0.3uM
0.3uM

Volumen final
10uL
0.6pL
0.6pL

c.b.p. 15uL

5uL

Tabla 4. Condiciones de gPCR-Tiempo Real para GATA-4, NFAT y MEF-2C

10 min 15 seg 1 min 1 min 1min 30 seg
95°C 95° 60° 95° 60°
1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo
Activacion de _ S _
_ Desnaturalizar Hibridacion Curva melting
enzima

12. Protocolo de Sintesis de cDNA de miRs

a) Master Mix |

dNTP’s
MultiScribeRT
Buffer RT

Inhibidor de RNAsas

H,0O libre RNAsas

[concentracion]
100mM
50U/ pL

10x
20U/ pL

Volumen

0.15pL
lpuL
1.5uL
0.19uL
4.16puL
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Master Mix Il
MMix Il

Retrotranscriptasa Primer

Volumen
7 UL
3 puL

LMMix Il + 5SuLRNA

b) Programa de Termociclador

Tabla 5. Condiciones para sintesis de cDNA de miRs.

16°C 30 min Incubacion
42°C 30 min Hibridacion
85°C 5 min Desnaturalizacion de RT
4°C infinito Conservacion
¢) Protocolo de gPCR-RT de miRs
Master Mix Volumen
TaqgMan Universal MMix Il 10 pL
™ 7.67uL
H,O libre RNAsas 1pL
cDNA 4 uL

Tabla 6. Condiciones de g-PCR Tiempo Real para miRs

2 min 10 min 15 seg 1 min 10 min
50°C 95°C 95° 60° 25°
1 ciclo 1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo
Activacion de la
_ Desnaturalizacion Alineacién
enzima
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