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II. RESUMEN

El infarto agudo del miocardio (IAM) constituye la segunda causa de muerte en
nuestro pais, por lo que es importante conocer la evolucion y secuencia de los cambios
fisiologicos y bioquimicos involucrados en esta patologia. Una isquemia prolongada puede
originarse por obstruccion de la arteria coronaria, sin embargo en el modelo experimental
establecido en el laboratorio se induce por el isoproterenol que provoca una isquemia
funcional aunado a una sobrecarga de la frecuencia cardiaca que aumenta un 50-80% por
un tiempo de aproximadamente 12 h, ocasionandose una falla congestiva del corazon.
Subsecuente al infarto la matriz extracelular (MEC) del tejido cardiaco dafiado se
reemplaza para reparar la lesion. En este estudio se trat6 de conocer la tasa de expresion
de algunos de los genes que inician el proceso de cicatrizacion del tejido cardiaco a nivel
de la MEC asi como los factores que lo regulan, midiendo las proteinas de la MEC como
colagena tipo I y tipo III, fibronectina, factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B1,3) y la proteina de choque térmico Hsp70, en una secuencia temporal del infarto
experimental que comprende entre 0.25 h a 96 h, periodo en el que se inicia la formacion
de algunas proteinas de la MEC del tejido cardiaco y su transcrito.

Para ello se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar que corresponde a la especie
Rattus norvergicus de 250 g de peso, a los que se les administré isoproterenol via s.c. (67
mg/kg). Los animales se sacrificaron a distintos tiempos y se disecd el sitio del infarto en
el ventriculo izquierdo. Se separ6 el RNA total y se hibridiz6 con su DNAc
correspondiente marcado con fosforo 32 [a-’P] dCTP. Las proteinas se midieron por
medio de las técnicas de Western blot y Slot blot y cada proteina se tratdé con sus
respectivos anticuerpos.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran claramente la acumulacién de
la colagena tipo Iy la disminucion de la colagena tipo III en el tiempo estudiado. Se hace
evidente la regulacion de estos procesos por el TGF-B1 y la proteccion por la Hsp70. Los
estudios previos del laboratorio sugieren la participacion del estrés oxidativo y la hipoxia
observadas en este modelo como inductores de algunos de los genes que participan en el

proceso de cicatrizacion.



II. SUMMARY

The myocardial acute infarction (MAI) constitutes the second cause of death in
our country, and that’s why it is important to know the evolution and sequence of the
physiological and biochemical changes involved in this pathology. A long-time ischemia
can be due to coronary artery obstruction; however, in the experimental model used in the
laboratory a functional ischemia can be induced by isoproterenol, which causes an
overload of the heart rate increasing up to 50-80% during approximately 12 h, leading to a
congestive heart failure. After the infarction, extracellular matrix (ECM) of the damaged
heart, shows a turnover in order to repair the damage. This study was developed to figure
out the expression of some genes which increase along the scaring process at the ECM
level, as well as their regulating factors. ECM proteins like type I and type III collagens,
fibronectin, transforming growth factor beta (TGF-(1,3) and the heat shock protein
Hsp70, were measured in a time course sequence (0.25 to 96 h.) of the experimental
infarction. During this period of time, it starts the formation of some proteins of the heart
ECM tissue, and their mRNA transcripts.

Wistar male rats belonging to the species Ratfus norvergicus of 250 g weight,
were used. Isoproterenol was administered by subcutaneous injection (67 mg/kg). The
animals were sacrificed at different times, and the site of the infarction was dissected in the
left ventricle. Total RNA was isolated and hybridized with its corresponding 32-
phosphorus-dCTP-labelled ¢cDNA (a-*?P-dCTP). The proteins were measured by means
of Western blot and Slot blot techniques and each protein was treated with its respective
antibody.

The results obtained in this study clearly show the deposition of type I collagen
and the decrease of type III collagen during the studied period. It becomes evident that
these processes are regulated by TGFB1 and they are protected by Hsp70. Previous
studies of the laboratory suggest the participation of the oxidative stress and hypoxia in

this model as inducers of some genes involved in the scaring process.



III. INTRODUCCION

El infarto agudo del miocardio constituye la segunda causa de muerte en nuestro
pais (1), por lo que es importante conocer la evolucién y los mecanismos bioquimico-
fisiologicos que faciliten su prevencion y tratamiento. La mortalidad ha disminuido en los
ultimos afios, principalmente por la disponibilidad de una mejor tecnologia y terapias mas
efectivas aunque mas costosas (2). A pesar de las técnicas de reperfusion a tiempos
cortos después del infarto, la pérdida funcional del miocardio produce una falla cardiaca
severa, dificil de superar y que continua siendo un problema médico serio (3).

La isquemia generada durante el infarto produce numerosas alteraciones
metabolicas en la célula cardiaca, tales como la disminucion del ATP y del pH, pérdida del
control osmético, dafio membranal inducido por la produccion de los radicales libres
generados durante el proceso isquémico, alteraciones que en su conjunto produce un
estrés metabolico. Como respuesta a este estrés se induce la formacion de proteinas que
pueden tener un papel protector y reparador como Col I y Col III; entre ellas se encuentra
la proteina de choque térmico Hsp70 (4), que promueve un rearreglo de las actividades
celulares hacia su normalizacion durante la recuperacion del estrés (5). Existen evidencias
recientes de que la proteina Hsp70 esta relacionada con la proteccion del miocardio
después de un tratamiento hipertérmico en animales experimentales (6), y posiblemente
participe como un mecanismo cardioprotector durante el infarto del miocardio (7).

El dafio subsecuente al infarto induce un cambio temporal o permanente en la
arquitectura del tejido que involucra el rompimiento de barreras histoldgicas como es la
lamina basal, ya que en el sitio de infarto aparece el tejido fibroso que inicia con la
cicatrizacion de la lesion, activando los genes que regulan la formacién de las proteinas de
la matriz extracelular tales como la colagena tipo I, tipo III y fibronectina (8). Se ha
descrito que el factor de crecimiento TGF-B1, regula la producion de estas proteinas y que
la expresion del RNAm para este factor se incrementa durante la isquemia miocardica (9),
por lo que es factible que participe en la reparacion del tejido cardiaco durante el infarto

del miocardio.



Los radicales libres se han involucrado en el dafio celular generado durante la
isquemia-reperfusion del corazén perfundido (10) o en pacientes, que han sufrido infarto
agudo del miocardio u otras alteraciones cardiacas. En los dltimos afios, se ha
considerado a las especies reactivas de oxigeno como reguladores de la expresion génica
(11), debido a que se ha demostrado un incremento en el nivel d¢ RNAm de Hsp70 en las
células del tubo renal después de una lesion causado por isquemia-reperfusion (12).
Posiblemente de una manera semejante se induzca la expresion de los genes de los
factores necesarios para la reparacién funcional y estructural del tejido intersticial después
del infarto del miocardio.

La medicina actual debe explicar como una estimulacion inmediata en la célula
después de la lesion, puede cambiar su funcion hacia su recuperacion y con ello
comprometer la supervivencia del individuo después del infarto. Uno de los mayores retos
por resolverse actualmente, es el de delinear los mecanismos moleculares por las cuales los
miocitos y las células de la matriz extracelular (MEC), adaptan su fenotipo en respuesta a
mensajeros quimicos, como factores de crecimiento, neurotransmisores y hormonas
después de la lesion. El tejido cardiaco después del infarto se encuentra severamente
dafiado y para que la recuperacion funcional y estructural se lleve a cabo exitosamente,
dependera de que ocurra simultaneamente una recuperacion de la funcion cardiaca.

El proceso de remodelacion ventricular se ha estudiado en humanos principalmente
en los casos de infarto del miocardio y en muchos modelos animales por oclusion de la
arteria coronaria, en las que se han encontrado un incremento en volumen y masa en la
cavidad del ventriculo (13,14,15). Sin embargo, se conoce muy poco del mecanismo
basico que lleva a cabo dicha remodelacion. La remodelacion del tejido cardiaco
representa un modelo experimental conveniente para estudiar los mecanismos de
regulacion fisiologica y molecular que ocurren en las células del tejido cardiaco y que se
han perdido durante el infarto del miocardio, ya que las diferentes etapas que comprenden
el proceso de remodelacion implica una regulacion temporal y espacial de algunos
componentes de la MEC, asi como la funcion de estos. Es por eso, que en este trabajo se
evaluo la expresion de varios genes a través de la actividad transcripcional midiendo la

cantidad de RNAm que se forma como producto del gen y a la vez la cantidad de



proteinas que se sintetizan mediante la traduccion del RNAm a proteina durante la
remodelacién de la matriz extracelular del tejido cardiaco.

Por otro lado, la remodelacion es el proceso que modifica la forma, tamafio y
funcion del ventriculo izquierdo de manera patologica como consecuencia de un infarto
del miocardio. Dicho proceso se encuentra regulado por medio de factores mecanicos,
neurohumorales y genéticos. La necrosis miocardica provoca una importante sobrecarga
que desencadena una cascada de sefiales intracelulares iniciando cambios dentro del
ventriculo izquierdo, tales como dilatacion, hipertrofia y la formacion de una cicatriz de
colagena. Estos cambios se mantienen hasta que las fuerzas de tension son equilibradas

por la fuerza tensora de las fibras de colagena en la cicatriz (16).

IV. ANTECEDENTES GENERALES

a) Patologia del infarto

La palabra infarto, se refiere a la destruccion de una zona del tejido cardiaco
debido a que el flujo de sangre es insuficiente para mantener la viabilidad de las células que
se encuentran en dicho tejido. En el humano, la principal causa de ataque al corazon es la
oclusion de una o mas arterias coronarias debido a la formacion de placas; estas placas se
forman por la aparicion de una forma oxidada de lipoproteinas de baja densidad (LDL),
que atrae células del musculo liso y macréfagos. Al parecer, estas células ingieren LDL y
se depositan como cé€lulas espumosas en la pared de la arteria. El depdsito adicional de
LDL, combinado con el crecimiento de las células del musculo liso en la pared arterial,
coduce a la oclusién de la arteria fig. 1.

Ademas de reducir el flujo sanguineo, las placas aterosclerdticas actian como
sitios para la formacion de coagulos que pueden impedir por completo el flujo de sangre a
través de la arteria, dando lugar a un infarto (17).

El infarto comunmente provoca una necrosis, y posteriormente evoluciona a una
cicatriz acompafiada de fibrosis. Cuando una zona del tejido queda desprovista de
circulacion, las células mueren relativamente rapido, y posterior a la necrosis sigue la

autolisis y la hemolisis. El tejido periférico de la zona infartada, presenta una reaccion



inflamatoria aguda con la consecuente infiltracion de macrofagos, posteriormente se

forma el tejido de granulacion y esto transforma a la zona de infarto en un tejido fibrético.

Infarto apical por oclusion arterial

Vena cava superior

Aorta

Auricula derecha Arteria pulmonar

Al ocluirse la parte terminal de la Anricula izquierds

rama interventricular anterior de
la coronaria izquierda, se produce
un pequeiio infarto en la punta del

corazoén llamado infarto apical. //

Vena cava inferior

Arterias coronarias

Aorta

Figura 1. Diagrama de la pared anterior del corazon
que muestra la ubicacion de las venas, arterias,
auriculas, ventriculos y el sitio donde se desarrolla el
infarto apical. Netter (1998).

Durante el infarto se desencadena una serie de eventos que afecta la produccién y
consumo de ATP. Muchas de las funciones celulares como la bomba de sodio-potasio,
la bomba de calcio del reticulo sarcoplasmico y el sistema de filamento miofibrilar
dependen del consumo de ATP (18). Atun cuando los miocitos en condiciones de anoxia
son capaces de degradar anaerébicamente el glucdgeno, la produccidén de piruvato y
lactato mediante esta via altera el pH local provocando una acidosis, caracteristica del
tejido cardiaco anoxico.

Esta comprobado que el nivel de calcio intracelular se eleva durante la isquemia,
aunque no se sabe cual es el mecanismo que conduce a dicha elevacion. Se cree que los
factores que mantienen la homeostasis del calcio se interrumpen por la falta de ATP

debido a que la maquinaria celular requiere de ATP para activarse, la falta de ATP puede



provocar la liberacion del calcio del reticulo sarcoplasmico, de la mitocondria y del
sarcolema o  posiblemente alterar el intercambio Na'-Ca®* (18). El nivel de sodio
intracelular también se eleva durante la isquemia, y esta elevacion puede darse mediante
dos mecanismos: que se acumule durante el intercambio del protén Na'-H™ o por la
inhibicion de la bomba Na'/K", por falta de ATP.

Se ha propuesto a la fosfolipasa membranal, como la responsable del dafio durante
la isquemia; posiblemente esta enzima se active por sobrecarga de Ca*", no solo en la
membrana plasmatica sino que también en el sarcolema, reticulo sarcopléasmico, y en los
lisosomas. La degradacion de los fosfolipidos de la membrana después de la lesion, puede
cambiar su permeabilidad e interrumpir la homeostasis de los iones, lo cual probablemente
ocurre cuando el dafio en la célula ya es irreversible (18).

Como consecuencia a las alteraciones ionicas, el metabolismo oxidativo de la
mitocondria disminuye lo que promueve la acumulaciéon de las coenzimas reducidas
(NADH y FADH,). Estos compuestos no solo inhiben la beta oxidacién de los éacidos
grasos, que son el principal sustrato oxidativo para el corazdn, sino que también
incrementan la concentracion de intermediarios de la beta oxidacion dentro de la célula, y
entre ellos se encuentran las cadenas largas de acil CoA, que inhiben la adenina nucleotido
translocasa, la acil CoA sintetasa y la lipasa. Las cadenas largas de acilcarnitina, inhiben la
ATPasa de Na-K y la ATPasa del Ca** del reticulo sarcoplasmico, y a concentraciones
altas de estos compuestos se inhibe la respiracion mitocondrial. Las cadenas largas de acil
CoA y de acilcarnitina, son detergentes activos que pueden dafiar estructuralmente al
miocito y especialmente a la mitocondria. El 95% de acilCoA y acil carnitina en las
células se encuentra en la matriz mitocondrial del miocardio con isquemia (18).

Un fenémeno muy estudiado, consecuente al infarto que representa la oxigenacion
del tejido isquémico se le conoce como reperfusion. Durante este proceso se generan
radicales libres derivados del oxigeno, como el oxigeno singulete, los peroxidos y radicales

hidroxilos que contribuyen a empeorar el dafio provocado en el tejido infartado (19).



1) Remodelacion y fibrosis cardiaca

La remodelacién del tejido cardiaco se caracteriza por la dilatacion progresiva del
ventriculo izquierdo generado después del infarto o por presion sanguinea elevada, se cree
que el dafio proviene por el incremento de tension generado en la pared del ventriculo
(20). La deficiencia cardiaca cronica en el hombre puede tener origen genético o puede ser
adquirido, se define como una falla mecanica debido a que el corazon disminuye la
capacidad de reperfusion sistémica tan indispensable en el tejido para mantener el
metabolismo, se activa un mecanismo adaptativo dando lugar a una hipertrofia
compensatoria.

La remodelacion es un proceso dindmico, consiste en un rearreglo estructural del
tejido, se inicia primero con un adelgazamiento y alargamiento de la pared, dando lugar a
una dilatacion en donde el volimen del ventriculo se incrementa dando lugar a una
hipertrofia cardiaca. El proceso de remodelacion tiene un efecto regional y global ya sea
en el grosor de la pared, en el tamafio de la camara asi como en la forma y funcion del
corazon, en ello participa predominantemente la capa interna del miocardio, la capa media
y las otras capas contribuyen moderadamente y minimamente, de modo que la necrosis
afecta principalmente a la capa interna provocando un adelgazamiento de la pared (21).

Durante la remodelacion se reduce el funcionamiento del corazén proceso que
repercute en el incremento en numero de las unidades que generan la fuerza en los
miocitos como las sarcomeras, algunas proteinas estructurales de los miocitos disminuyen
su nivel en la MEC ( las proteinas contractiles y muchos esqueletos de las sarcomeras), el
contenido de proteinas de unién (conexina-43) se reduce significativamente, los miocitos
crecen desproporcionadamente, el nucleo del miocito se alarga, el contenido de DNA
disminuye asi como el factor de empalme Sc-35 lo que podria explicar la disminucion de la
transcripcion y la traduccion obsrvada durante la deficiencia cardiaca.

El contenido de tejido conectivo incluyendo la FN, laminina y los diferentes tipos
de colagenas aumentan mientras que el nimero de microvasos disminuyen. La pérdida del
tejido se debe a la muerte celular autofagica via ubiquitina o muerte celular por isquemia

aguda y en menor grado por apoptosis. Todas estas formas de muerte celular contribuyen



significativamente a la pérdida de la funcién contractil, incrementandose asi la rigidez
ventricular y la arritmia (22).

A largo plazo la activacion de un mecanismo compensatorio neurohumoral
provoca efectos nocivos dando como resultado una deficiencia cardiaca crénica, las
sarcomeras se desorganizan y se altera el flujo de calcio, muchas proteinas se degradan, el
tejido pierde la capacidad de sintetizar proteinas, la pared se torna desorganizada vy
sobreviene la inflamacion, se altera la comunicacion de los miocitos, se da la disfuncién y
finalmente la fibrosis.

La acumulacion de proteinas en la MEC da lugar a una fibrosis. La fibrosis cardiaca es
un elemento constante durante el proceso de remodelacion y estd asociado con la
cardiomiopatia isquemica, se extiende sobre la zona de necrosis aunque no siempre se
encuentra asociada a la hipertrofia cardiaca. Existe evidencias de que la fibrosis cardiaca
no solo se genera por una sobrecarga mecanica sino que se dispara por estimulos
multifactoriales, esto se ha visto mediante estudios clinicos y por la etiologia particular de
la deficiencia cardiaca.

Tedricamente el incremento de colagena y la fibrosis severa en estados patologicos
esta ligado a un marcado incremento en el grosor del miocardio dando lugar a una
reduccion en la funcién diastolica como la sistélica debido a la reduccién de la expulsion
del ventriculo debido al ensanchaniento de la cavidad ventricular (20).

Se ha estudiado la fibrosis cardiaca en modelos experimentales de sobrecarga de
presion, particularmente en modelos asociados con la estimulacion del sistema renina-
angiotensina. La fibrosis ventricular se puede inducir experimentalmente por infusion
cronica de angiotensina II, endotelina o aldosterona. La fibrosis inducida por la
angiotensina II provoca un efecto constrictor asi como efectos troficos directos. La
fibrosis inducida por aldosterona es prometedor, al menos en parte, es una consecuencia
de la estimulacion de la angiotensina II a través de un mecanismo trans-regulatorio, que
incrementa los receptores de angiotensina II. Finalmente es importante mencionar que la

causa mas comun de la fibrosis ventricular es la senescencia (23).



b) Principales componentes de la MEC del miocardio

La matriz extracelular (MEC) es una red organizada de materiales extracelulares
que se halla mas lejos de la vecindad inmediata de la membrana plasmatica y sirve de
soporte a las células endoteliales y epiteliales; no solo es un soporte fisico, sino que
también es un modulador de los procesos biologicos incluyendo la adhesiéon, migracion,
diferenciacion y reparacion. La MEC modula la regeneracion y mantiene la arquitectura
normal del tejido, también interviene en el proceso de diferenciacion celular en diferentes
vias: como un polipéptido que interactua con los receptores de membrana en la superficie
de la célula y también elimina o libera citocinas. Los componentes mas comunes de la
MEC del tejido cardiaco son: los fibroblastos, las proteinas estructurales tales como la
colagena tipo I y III y elastinas; proteinas adhesivas como la laminina, fibronectina y
colagenas tipo IV y VI, proteinas antiadhesivas como la tenasina, trombospondina y
osteopontina, proteoglicanos y enzimas como las metaloproteinasas, que regula la
organizacion y composicion de la MEC. La colagena es un elemento importante que
determina el grosor del tejido cardiaco, cuando esta se acumula se incrementa
anormalmente el grosor del tejido alterando la funcion cardiaca. El depdsito de colagena
en el sitio de infarto es un prerequisito para reemplazar las células dafiadas, sin embargo la
acumulacion excesiva de colagena provoca una disfuncion diastolica y sistolica que

finalmente contribuye a la falla cardiaca (23).

1. Fibroblastos

Los fibroblastos son las células responsables del depésito y la remodelacion de la
MEC. Después del dafio, la reparacion del tejido se lleva acabo mediante una serie de
procesos bien caracterizados. Después de la formacion del coagulo, las células
inflamatorias como las células mononucleares y granulocitos, invaden el tejido dafiado;
posteriormente los fibroblastos migran, proliferan y sintetizan los componentes de la MEC

participando en la formacién del tejido de granulacion. Finalmente sobreviene el proceso
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de reepitelizacion y el cierre de la lesion. La remodelacion implica la degradacion de la
MEC, decremento de la poblacién celular y la formacion de tejido fibroso (24).

Una vez que los fibroblastos invaden en el sitio de la lesién, adoptan un fenotipo
llamado de sintesis, donde estas células contienen paquetes de fibrillas de actina; a este
fenotipo se les llama miofibroblastos y son las células que se alinean en el sitio de la lesion
y comienzan a sintetizar colagena y fibronectina. La transformacion de los miofibroblastos
se lleva acabo a través de un antigeno llamado proteina alfa activadora de fibroblastos
o(FAP-ot); probablemente este antigeno es inducido por algun factor de crecimiento o
durante la transformacion maligna. El factor estimulador de la migracion (MSF), es el
responsable para la capacidad migratoria de los fibroblastos. La secrecion de MSF durante
la reparacion de la lesion, puede representar una sefial de migracion de los fibroblastos, y
dicha proteina puede incrementar la migracion a través de la secrecion del acido
hialuronico (AH), por los propios fibroblastos. Existe la idea de que el fibroblasto
individual puede reorientar las fibrillas de colagena asociandolas nuevamente (24).

Los miofibroblastos aun presentan abundante reticulo endoplasmico rugoso pero
ademas expresan paquetes de microfilamentos con cuerpos densos semejantes a los de las
células del musculo liso. Los miofibroblastos se encuentran interconectados a través de
una abertura y estan conectados a la MEC mediante unas estructuras llamadas fibronexus,
que son complejos de microfilamentos transmembranales intracelulares en aparente
continuidad con fibras de fibronectina extracelular.

Durante la reparacion de la lesion, los fibroblastos participan en la formacion de
tejido de granulacion, y se encuentran escasamente en la fase de granulaciéon temprana
pero aumentan en la etapa de reparacion de la lesién, donde se organizan en el tejido de la
superficie, mientras que se depositan pequefios vasos perpendicularmente a las capas de
células formadas por los fibroblastos. Los miofibroblastos y los vasos pequefios
desaparecen con el restablecimiento del tejido. Es posible que el fenotipo fibroblastico se
revierta cuando se repara la lesion o desaparecen estas células selectivamente por

apoptosis (24).
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2. Colagena

A pesar de que los miocitos representan tres cuartas partes del volumen
miocardico, los fibroblastos son el tipo celular mas abundante (75 % del total de
células); siendo estos ultimos los principales productores de colagena. Este conjunto
celular se encuentra dentro de una estructura macromolecular de fibras con una
organizacion tridimencional compleja, llamada matriz extracelular, que determina la
integridad estructural y funcional del miocardio. El principal constituyente de la MEC
es la colagena; el tipo fibrilar I forma parte del 85 % de las fibras gruesas que
confieren fuerza tensil a la elongacion y deformacion; seguido por la tipo III
(aproximadamente 11 %) relacionada con fibras delgadas que confieren resistencia,
mientras que la colagena tipo IV es un componente de la membrana basal del miocito.

En condiciones normales, las fibrillas de colagena mantienen la relacion espacial
entre los miofilamentos y microcirculacion capilar, asi como la alineaciéon entre
miocitos adyacentes por medio de soportes intercelulares que permiten optimizar y
distribuir las fuerzas en la pared del ventriculo previniendo la deformacion de las
sarcomeras ya que su fuerza de tension y su elasticidad resiste la deformacion,
conserva su forma y el grosor, por lo que mantiene la rigidez del miocardio (25).

El incremento de fibras de colagena intercelular y pericelular, puede limitar la
movilidad del miocito y como consecuencia disminuir la actividad del ventriculo o
provocar una arritmia interrumpiendo asi la difusion de sefiales a través del miocardio,
también se le atribuye el papel de modulador durante la cicatrizacién, crecimiento vy
diferenciacion celular. Varios estudios han demostrado que en la zona contigua al
infarto como el ventriculo derecho, también se sintetiza y acumula colagena, y el nivel
de colagena aumenta en la zona del infarto lo que corresponde a una respuesta de
reparacion del tejido, pero en el area no infartada, no se sabe el por qué se acumula la
colagena. Se propone que esto se debe a un factor local que secretan las células
vecinas y estos posibles factores pueden ser la angiotensina II, aldosterona o
catecolaminas capaces de afectar el metabolismo de la colagena (26,27). Algunos
laboratorios proponen al sistema renina-angiotensina-aldosterona como el regulador

de la acumulacion de colagena. Por otro lado, los cambios hemodinamicos después
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del infarto pueden inducir la activacion neurohumoral y afectar la remodelacion en
ambos ventriculos (28); sin embargo, estos efectos pueden ser indirectos, ya que es
posible que estén involucrados otros factores como TGF-f. Este es una citocina que
juega un papel clave durante la embriogénesis y la cicatrizacion de las heridas, y se le
conoce como un potente estimulador de la sintesis de colagena y de su RNAm (29).

Se sabe que el TGF-B se encarga de regular la sintesis de la colagena durante la
cicatrizacion de la herida, de modo que durante la etapa de transicion entre el tejido de
granulacion y la maduracién de la cicatriz, depende de la sintesis y del catabolismo de
este factor (30). La acumulacion de colagena por un lado es el balance entre su sintesis
simultanea y su maduracion en el espacio, y por otro lado su degradacién se controla
por las colagenasas procedentes de los granulocitos, macrofagos, células epidermales y
fibroblastos. La colagenasa intersticial degrada la colagena tipo I, I, III, X, y XIII; la
gelatinasa degrada la colagena desnaturalizada y la colagena tipo V y XI. Finalmente,
la estromelisina degrada la colagena tipo III IV, VII, y IX, asi como proteoglicanos y
glicoproteinas (31).

Se conoce muy poco acerca de la expresion del gen de la colagena después del
infarto. Los estudios realizados sobre la remodelacion del tejido cardiaco se limitan a
determinar los cambios temporales de colagena en el area del infarto; sin embargo, los
estudios realizados por Ritzenthaler et al (32), indican que el TGF-B, activa la
transcripcion de la colagena a través del elemento activador transformante (TAE)
(TGCCCACGGCCAAG) localizado a 1.6 Kb del sitio de inicio de la transcripcion en
la region del promotor del gen de la colagena, pero las proteinas nucleares
involucrados en este paso ain no se conocen.

Después de que el gen transcribe una molécula de coldgena, se ensambla en un
RNAm funcional que contiene ~ 3 000 bases. El RNAm de cada cadena de colagena
se transloca al citoplasma y pasa al reticulo endoplasmico a través de los polisomas
unidos a la membrana. Las células que sintetizan la coldgena, lo hacen primero con un
precursor conocido como procolagena, mas tarde esta molécula es recortada en las
terminales que no estan organizadas en hélice, dando lugar a una molécula de colagena

que espontaneamente forma fibras en el espacio extracelular.
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La nueva molécula de colagena es un trimero, consta de 3 cadenas de polipéptidos
denominadas cadenas alfa. La molécula de colagena tipo I, consta de 2 cadenas a.1(1)
y una cadena o2(II).

En el humano, las cadenas a1 y a2 de la colagena tipo I, estan codificados en el
cromosoma 17. La colagena tipo III esta codificada en el cromosoma 2, el producto
final es una pro-cadena o con el amino terminal hidrofoébico. La cadena de colagena
termina de sintetizarse en el reticulo endoplasmico rugoso (RER), donde se requiere
de un evento co-transduccional, el extremo amino terminal contiene una cadena sefial
que facilita la transferencia de la cadena hacia el lumen del reticulo endoplasmico
rugoso y probablemente es eliminado por una endonucleasa, después de haber
orientado la cadena hacia el interior del RER. Los residuos de lisina de la procadena o
son hidroxilados en el RER, en donde se afiaden los residuos de azicar; este proceso
de glucosilacion lo catalizan dos enzimas especificas, la galactosiltransferasa y la
glucosiltransferasa. La primera de estas enzimas afiade galactosa al residuo hidroxilisil
y el segundo afiade glucosa a la galactosilhidroxilisina. En las células intactas, la
glucosilacion se inicia mientras los polipéptidos estan todavia unidos al ribosoma y
probablemente continia después de que la procadena se libera por completo en la
cisterna del RER; la sintesis termina cuando la cadena adquiere una conformacién de
triple hélice. Los oligosacaridos unidos al extremo C-terminal contienen N-
acetilglucosamina y manosa, y a la vez estan unidos por residuos de asparagina que al
parecer se afiaden en la via intermedia dolicol-fosfato y la remodelacion final ocurre
después de que se forma la hélice. Una vez que la molécula ha pasado por los
procesos de traduccion, modificacion y adicion (proceso que dura 6-7 min.), la
procadena individual estd preparada para formar una triple hélice y se requiere de

otros 8-9 min. después de la formacion de la procadena a.

3. Fibronectina
Ademas de la colagena, la MEC del miocardio contiene una gran cantidad de
fibronectina (FN), una glicoproteina que interviene en la adhesion de la célula a la

matriz y ademas sirve como andamio en la cual los otros componentes de la MEC
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pueden adherirse, de modo que esta proteina se encarga de organizar la MEC y el
anclaje de las células en dicho tejido (33).

La molécula de FN es un dimero, esta compuesta de 2 cadenas peptidicas similares
pero no idénticas, que se encuentran unidas por un par de enlaces disulfuro,
localizado cerca del extremo carboxilo terminal. Cada cadena presenta varios
dominios en forma de un rodillo y cada rodillo estd separado por regiones flexibles
semejante a nddulos, y a su vez los dominios estan subdivididos por modulos mas
pequefios; cada uno de los cuales se repite en serie, por lo que la molécula de la FN
tiene repeticiones tipo I, Il y III. Asi la repeticion tipo I se repite 12 veces, la tipo II 2
veces y la tipo III, de 15-17 veces.

Cada uno de los dominios de la FN contiene uno o mas sitios de enlace para los
diferentes componentes de la MEC, sitios de union a la heparina y la fibrina o sitios de
unién a la célula a través de receptores de membrana.

Un aspecto interesante del gen de la FN es su regulacion postrasncripcional a
través del empalme alternativo, proceso por el cual muchos RNAs se producen
selectivamente a partir de un pre-RNAm. El RNAm de la FN, cuenta con tres
regiones de empalme alternativo; dos de ellas estan en el exoén EIIIA (conocido
también como EDA y EDI) y en el ex6n EIIIB(también llamado EDB y EDDII).
Debido a estas caracteristicas del RNAm, los transcritos primarios pueden procesarse
en 2 o mas vias, de manera que la secuencia que actia como intrén en una via, se
convierte en exon en una via alterna. Como resultado de este proceso, el mismo gen
puede codificar varios polipéptidos diferentes para ser utilizados en diferentes
funciones. Estos 2 exones son excluidos en el tejido adulto, y solo participan durante
los eventos de re-arreglo del tejido. La expresion de las isoformas EIITA y EIIIB,
esta regulada en cada célula, y pueden incluir uno u otro de estos exones en su RNAm
de manera independiente (34).

Existen 2 tipos de FN; la celular (FNc) y la del plasma (FNp). Se ha visto que la
FNc, se expresa rapidamente después del infarto en modelos animales y humanos.
Después de la induccion del infarto, la FNc se deposita alrededor del area del infarto,

en los vasos sanguineos de mayor tamaiio, en el epi y endocardio, en el miocito del
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ventriculo izquierdo y en el septo, lo cual indica que varias isoformas de la FN
incluyendo la isoforma embrionaria se acumula en el corazén después del infarto (35).
En el tejido cardiaco adulto, se incrementa el RNAm durante la hipertrofia
experimental, Dalen y col. (36) encontraron que el depésito de FN en la MEC es un

paso crucial durante la remodelacion del tejido cardiaco.

¢). Reguladores de la sintesis de la MEC

1). Proteina de choque térmico Hsp70

Las proteinas de choque térmico conocidas también como chaperonas moleculares
se producen en las células como respuesta al estrés, durante el estrés por calor aumenta
la expresion de dichas proteinas aumentando asi la habilidad de las células para
sobrevivir a altas temperaturas, las chaperonas moleculares también proporcionan
proteccién en los casos de estrés fisiologico como la isquemia y reperfusion (37).

La chaperona mejor conocida como la Hsp70 y sus homologos se localizan en el
citosol, mitocondrias, cloroplastos y reticulo endoplasmico rugoso de los organismos
procariotas y eucariotas. La chaperona mejor estudiada es el GroEL, un homoélogo de
Hsp70, que se encuentra en el citoplasma de la bacteria Escherichia coli (38).

La chaperona que se induce con mayor frecuencia en condiciones de estrés térmico
es la Hsp70, que aparece después de un incremento de la temperatura o en casos de
dafio mecanico de células en cultivo, en nifios con fiebre, durante un ataque cardiaco y
en los tratamientos de quimioterapia de pacientes con cancer. Esta proteina se ha visto
en el corazéon o en el cerebro después de la isquemia y reperfusién, por lo que
clinicamente se miden los niveles de esta proteina como marcador de dafio en tejidos y
organos (39).

Las células que producen altos niveles de proteinas de estrés presentan mayor
capacidad de sobrevivencia después del dafio, las ratas transgénicas que sobreexpresan
Hsp70 resisten la isquemia y reperfusion, por lo que posiblemente se pueda emplear
esta proteina como farmaco para proteger a los tejidos y organos dafiados como un

tratamiento terapéutico. Este podria reducir el dafio provocado durante la cirugia o
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mantener en buen estado los 6rganos para transplante que frecuentemente sufren
isquemia y reperfusion.

La proteina Hsp70 también interviene en la translocacion de las proteinas a través
de la menbrana intracelular. La translocacion postranslacional de algunas proteinas
secretoras a través de la membrana del RE y la mitocondria son regulados por la
Hsp70, proceso que requiere de ATP y posiblemente uno o mas factores celulares, aun
se desconoce como participa dicha proteina en la translocacion, es posible que solo se
encargue de mantener la proteina blanco en translocacion previo a esta transferencia a
través de la membrana.

El papel fundamental de los Hsps es el de chaperonas moleculares, por lo que es
posible que intervenga en el plegamiento de los polipéptidos desnaturalizados por el
infarto. Los chaperones moleculares no solo ayudan al autoensamblado, sino que
también participan en el desplazamiento de las proteinas a través de las membranas para
colocarlas en su posicion apropiada dentro de los organelos especificos, como
mitocondrias y cloroplastos. Dado que los mismos chaperones pueden facilitar el
plegamiento de una gran variedad de polipéptidos, se presume que los intermediarios
parcialmente plegados deben compartir caracteristicas comunes que les permita
enlazarse a los mismos chaperones. Cuando colaboran en el plegamiento de otras
proteinas presentan afinidad por las zonas hidrofobicas asequibles que muestran las
proteinas plegadas de forma incompleta e hidrolizan ATP, posiblemente uniéndose y
liberandose de su proteina en cada ciclo de hidrélisis del ATP. Las chaperonas se unen
a las regiones hidrofobicas expuestas, y dan un masaje a las regiones de las proteinas
que estdn medio plegadas a partir del intermediario globular fundido, cambiando su
estructura de tal manera que proporciona a la proteina otra posibilidad de plegarse. Una
vez que la proteina asume su conformacion final, estos sitios de enlace al parecer se
ocultan en el interior de la proteina y ésta pierde su capacidad de interactuar de nuevo
con un chaperon.

Se han descrito diferentes tipos de chaperones moleculares, y se ha demostrado
que actian en secuencia como estabilizadores de la cadena naciente, actGan en

secuencia muy parecidas a un equipo de relevos. Un tipo de chaperén se une a un
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polipéptido conforme se sintetiza sobre el ribosoma; luego el polipéptido pasa a otro
tipo de chaperdn que lo proteje a la siguiente etapa de plegamiento (17).

La Hsp70 desempefia un papel protector durante el infarto del miocardio, sin
embargo se desconoce el mecanismo exacto de proteccion por estas proteinas en el
tejido cardiaco, posiblemente participe promoviendo las actividades celulares hacia la
recuperacion del dafio; las evidencias sugieren contundentemente que uno o mas
miembros de estas proteinas juegan un papel importante en la proteccion del miocardio
reduciendo significativamente el tamafio del infarto, y manteniendo al miocito en un
estado fisiologico funcional. Los cambios en los niveles de Hsp70, ocurren en la fase
terminal de la falla cardiaca y durante esta etapa el tejido cardiaco mantiene los niveles
normales de ATP y se conserva la creatina fosfato. El nucledtido de adenina se
incrementa en 3 hrs. después de la administracion de calor y se mantiene elevada por
mas de 40 hrs., bajan los niveles de radicales libres derivados del oxigeno y aumenta la
actividad de la catalasa y superoxido dismutasa, lo cual permite que las células resistan
la apoptosis (38).

La contraccion y relajacion del tejido cardiaco depende del buen funcionamiento
del reticulo sarcoplasmico (RS), debido a que este organelo se encarga de regular
adecuadamente la concentracion de calcio en el citoplasma, lo que permite mantener
estable el proceso de relajacién y contraccién. Sin embargo, cuando aparece la
isquemia, el nimero de canales de calcio disminuye, lo que indica una disfuncién en la
ATPasa del calcio y los canales que lo liberan, al inducirse la proteina de choque
térmico se restablece significativamente la presion del ventriculo y la contractilidad y

mejora la funcion del RS.

2). Factor de crecimiento transformante beta
El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), pertenece a una familia de

citocinas relacionadas con el crecimiento y diferenciacion celular, se han descrito cerca

de 40 miembros de esta familia en invertebrados y vertebrados. La familia de citocinas
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generalmente se subdivide en tres categorias: las TGF-B, las activinas y las proteinas
morfogenéticas del hueso (BMP). Las 3 isoformas mejor conocidas de TGF-f son los
TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3, y todas ellas son similares pero no idénticas. Las 3
isoformas estan codificadas por diferentes genes y cada uno tiene diferentes funciones:
TGF-B1 y TGF-B3 son mediadores de la respuesta regenerativa e inductores de la
sintesis de varias proteinas de la matriz extracelular mientras que TGF-B2 interviene en
la formacidn del mesodermo a ectodermo de Xenopus.

A los factores de crecimiento transformante beta inicialmente se les descubrié
como factores que indujeron un fenotipo transformante en las células NRK y AKR-2B,
del cual deriva el nombre. Mas tarde se observd que esta misma proteina inhibe el
crecimiento de las células BSC-1 lo que sugirié que TGF-f provoca diferentes efectos
en la célula, dependiendo del tipo celular; por un lado, puede inhibir la diferenciacion de
algunas células del mesodermo (mioblastos), mientras que por otro lado puede inducir
la diferenciacion de otras células mesodermales (precondroblastos) (40).

Los fibroblastos del tejido cardiaco intervienen en la remodelacion reemplazando la
cicatriz en la zona infartad y la produccion de fibrosis en la zona no infartada, en el sitio
dafiado se libera el TGF-B de las plaquetas, de los linfocitos T y B, de los macréfagos
activados, miocitos dafiados y fibroblastos que se infiltran en la zona dafiada para
incrementar el deposito de la MEC con el fin de reparar el dafio. Una vez que el TGF-
B1 es liberado en la MEC, activa a los macréfagos y monocitos, desempefian un papel
importante en la regulacion celular. Las funciones mas importantes de estos péptidos se
pueden agrupar en 3 niveles: intervienen en el ciclo celular;, actian en la matriz
extracelular y modulan otros factores de crecimiento y sus receptores. Por ejemplo, el
TGF-B incrementan los niveles del factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF) secretado por los fibroblastos y las células del musculo liso, e incrementan la
expresion de los receptores-o. de PDGF en las células del escleroderma. En las células
hematopoyeticas disminuyen los niveles de receptores de la interleucina-1.
Indiscutiblemente, su papel mas importante es el de mediador en el ciclo celular durante
la mitdsis, mientras que su intervencion en la MEC y con otros factores de crecimiento

son secundarios.

19



Después del infarto los fibroblastos del tejido cardiaco intervienen en la
remodelacion reemplazando la cicatriz y promoviendo la fibrosis en la zona dafiada,
entre otras funciones el TGF-B1 se encarga de incrementar la expresion de los
receptores de las integrinas en las superficies celulares para reforzar la interaccion
célula-célula y célula matriz. Durante la reparacion del tejido se liberan proteinas en la
MEC como las colagenas, FN y proteoglicanos, se estimula la sintesis de los inhibidores
de protesas y se inhibe asi la sintesis de las proteasas.

Existen pocos receptores de TGF-f en los ventriculos de la rata en condiciones
normales, sin embargo 4 semanas después del infarto se incrementa la cantidad de
receptores tanto en la zona con infarto como la no infartada y anatomicamente coincide
con el sitio de fibrosis (41). Los receptores de TGF-f pueden tener alta o baja afinidad
dependiendo de las condiciones del tejido, los sitios de uniéon con alta afinidad se
encuentran en el miocardio de los pacientes con cardiomiopatia idiopatica hipertrofica
obstructiva, los cuales presentan mayor afinidad que los receptores de los pacientes con
angina de pecho y con cirugia de transplante.

Los receptores de TGF-B1 se localizan tanto en los miocitos como en las otras
células, se localizé por inmunohistoquimica en las membranas y en el citoplasma de los
miocitos asi como en las membranas de los fibroblastos de humano. El RNAm de los
receptores estan presentes en pocas cantidades en el corazén del ratén adulto.

Los estudios realizados en modelos experimentales indican que TGF-B1 se expresa
en el corazon de la rata, los miocitos y los fibroblastos son los encargados de liberar
dicha citocina. Después del infarto el TGF-B1 y el RNAm de Colagena tipo I se
incrementa dependiendo de la extension del infarto y durante la fase de cicatrizacion
aumenta la actividad del gen de TGF-B1 y la expresion de la proteina smad (42). El
aumento del nivel de RNAm de TGF-B1 en la zona del infarto experimental se induce al
mismo tiempo la expresion del factor de crecimiento del tejido conectivo en la zona
dafiada, al parecer los fibroblastos y los miofibroblastos son los responsables de la
produccion de dicho factor.

El TGF-B1 se une con los proteoglicanos en la MEC o en la superficie de la célula

y esta union sirve como sefial de término a la liberacion de TGF-B1 una vez que el
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tejido se encuentra reparado y en caso de que se repita el dafio el TGF-B1 se
autoinduce en grandes cantidades y continia la produccién de la MEC dando lugar a un
tejido fibroso. La sobreproduccion contraresta la sefial de terminacion que posiblemente
crea asi un circulo vicioso cronico de sobreproduccion de TGF-B1.

El hecho de que se libera mas TGF-B1 que los subtipos TGF-B2 y 3 durante la
hipertrofia en el ventriculo en modelos experimentales sugiere que TGF-B1 es
importante en la patogénesis de la enfermedad cardiaca asociado con la hipertrofia. El
TGF-B1 puede actuar de manera autocrina para estimular a los miocitos a la hipertrofia
y al aumentar el nivel de TGF-B1 en el miocito puede actuar de manera parécrina para
estimular los fibroblastos y desencadenar asi la sobreproduccion de proteinas de la
MEC, ya que los fibroblastos contienen receptores de TGF-B1 . (43).

La MEC no solo es un soporte para la estructura del tejido, sino que también es
un sustrato molecular dinamico que puede modificar el fenotipo celular (44,45), de
manera que puede afectar la proliferacion, diferenciacion, morfologia, adhesion,
migracion y la interaccion entre las células. En este contexto, el TGF-B actia como
modulador en la sintesis de varios componentes de la MEC, de las interacciones célula-
sustrato, la proliferacion y diferenciacion celular. EI TGF-B1 por ejemplo, actua
directamente en la fase G1, inhibiendo la sintesis del DNA y la continuacion de la fase
S, interrumpiendo asi el ciclo celular de las células epiteliales. Una excesiva actividad de
TGF-B1 en el tejido mamario puede provocar un desarrollo raquitico de las glandulas y
provocar un defecto en la lactancia, mientras que un defecto en la sefial de transduccion
da lugar a un crecimiento canceroso en el pancreas, colon, seno, mucosa oral y otros
sitios. Se desconoce aun como actua a nivel fisiologico y el mecanismo citostatico que
sigue el TGF-B1, intervienen muchos genes en este proceso pero no se sabe como
intervienen y su relacion de unos con otros.

El TGF-B promueve la formacion de la MEC durante la remodelacion y la
formacion de la cicatriz, estimula la respuesta de las células epiteliales y fibroblastos
los cuales disparan la sintesis de muchas proteinas como la coldgena, proteoglicanos,
fibronectina e integrinas, incrementa la sintesis de enzimas que catalizan la

degradacion de la MEC como la colagenasa y estromelisina (27).
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Las 3 isoformas de TGF-B, también estan presentes en la MEC del tejido
cardiaco (46), y se inducen por la epinefrina y por sobrecarga de presion. Actuando
en una gran variedad de células blanco. El incremento de TGF-B1 esta asociado con
la actividad biologica del miocito (47). Recientemente se ha demostrado que
interviene durante el desarrollo del miocardio y en situaciones patologicas como la
isquemia-reperfusion e hipertension.

Después de la isuficiencia cardiaca por isquemia, se desarrolla una fibrosis
incrementandose la acumulacion de colagena, y se altera la estructura de la MEC asi
como la presion diastdlica (48). Los agentes mediadores de la fibrosis post-infarto,
han atraido el interés de muchos investigadores y se ha involucrado a la colagena y la
fibronectina en la remodelacion del tejido cardiaco en la que TGF- modula la
sintesis de estas proteinas. Los TGF-Bs son citocinas que se generan localmente y
desempefian un papel muy importante en la proliferacion de muchos tipos celulares y
refuerzan la sintesis de la colagena durante la reparacion del tejido reduciendo la
degradacion de la colagena (49).

El TGF-p se sintetiza a partir de una molécula precursora, que se mantiene en el
tejido en forma inactiva, contiene una secuencia sefial en el amino terminal de 29 aa,
seguido por un dominio B1-LAP con 249 aa y una region carboxilo terminal de 112
aa. Este homodimero a su vez esta unido covalentemente mediante uniones disulfuro
a una proteina llamada LTBP ( proteina latente unido a TGF-f) en la region B1-
LAP. Esta es una glucoproteina de 120-160 kD asociado con el dimero maduro en
su estado inactivo y ademas dicha proteina puede ser importante para el ensamblaje,
secrecion y activacion de TGF-B1 (40). Los TGF-Bs estin regulados a nivel
postranscripcional y traduccional, previo a la secrecion, el precursor latente o LTBP
se digiere con proteasas, de este modo el TGF-f se secreta como molécula activa.

El TGF-B3 es el miembro de una familia de proteinas compuesta de dos cadenas
de aminoacidos que se unen mediante puente disulfuro, es un homodimero
involucrado en la regulacion del crecimiento, proliferacién y diferenciacion celular,

estimula la matriz extracelular y modula la respuesta inmune. El TGF-B3 es una
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proteina que pesa 25 kD, cada subunidad contiene 112 residuos de aminoacidos, el
80 % de los aminoacidos del extremo carboxilo es parecido al de TGF-B1y 2.

El TGF-B3 al igual que las isoformas beta 1 y 2 transmite su sefial a través de
las células mediante los residuos de serina/treonina que se unen fuertemente con el
receptor TRB-II, su intervencion puede ser requerida durante el desarrollo normal
del pulmén y el paladar y aparentemente es degradado en los lisosomas.

El TGF-3 es secretada por las células del sistema inmune, aunque también
puede provenir de otro tipo de células, pero la gran mayoria lo producen las células
T y en especial los subtipos llamados T-Helper-2 (T-H-2) y T-Helper-3 (T-H-3); en
general, las células T-H-1 intervienen en la respuesta inflamatoria mientras que T-H-
2 interviene en la respuesta anti-inflamatoria. La T-H-2 estimula la produccién de
anticuerpos a traveés de las células B pero no provoca daiio en el tejido como las
células T-H-1.

El TGF-B3 es la isoforma menos estudiada, se le ha localizado en el cordon
umbilical de humano y se secreta en algunas células como en lineas celulares de
miofibroblastos.

El TGF-B3 al igual que beta 1 y 2 estimula la quimiotaxis de los macrofagos en
el humano y puede inhibir el crecimiento de los linfocitos B en el humano. Su
expresion esta regulada en respuesta a sefiales durante el desarrollo o a estimulos
hormonales, en el estudio de algunos modelos experimentales se ha visto que se
refuerza su expresion después de una herida.

El RNAm y la proteina de TGF-B3 se expresa abundantemente en los
queratinocitos de la dermis intacta de humano, pero también se le ha localizado en las
células del ganglio de la retina y en las mitocondrias del segmento interior de las
células fotorreceptoras. El TGF-B3 puede actuar como regulador negativo de la
inflamacion, como un agente anticicatrizante al aplicarse exdgenamente a una baja
concentracion, pero sin embargo, puede aumentar la angiogénesis mediante la
estimulacion de la fibronectina y proteoglicano induciendo asi el fenotipo para la

proliferacion de las células endoteliales; también puede disminuir los niveles de
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monocitos y el perfil de macroéfagos. Cuando se neutralizan a las TGF-1 y 2 por

medio de anticuerpos especificos, aumenta el nivel de TGF-B3 (50).

Union de TGF-B con otras proteinas
Varias proteinas se unen a TGF-B (49), y se dividen en 2 grupos: las que son
solubles o asociadas con la MEC, y las que se expresan en la superficie celular. Algunas
proteinas como o2-macroglobulina, la trombospondina y el decorin proteoglicano puede
servir para despejar a TGF-B de la circulacion, la proteina de union a TGF-B solo
interviene cuando el TGF-J esta inactivo.

Como parte de la actividad biologica de estos factores, interactuan con los
receptores tipo I (55 kDa), II(80kDa) y III (280 kD) con una constante de disociacion
del orden de 5-25 pM para el receptor tipo I y 200 pM para el receptor tipo II. Las 3
isoformas de TGF-f pueden interactuar con el mismo receptor, sin embargo, existe cierto
grado de especificidad que puede tener una funcion biologica significativa. La actividad
cinasa del receptor tipo II, es esencial para la unién con el ligando, el dominio cinasa del
receptor hacia el lado del citoplasma se autofosforila en el residuo de serina y treonina
(49).

La superfamilia TGF-p, transmite sus sefiales a través de los receptores tipo I y II
(TBR I'y II), con un dominio cinasa relativamente conservado, ambos se caracterizan por
una pequefia region extracelular con un gran nimero de cisteinas, un segmento
transmembranal, un dominio intracelular con actividad de serina treonina cinasa y un
extremo carboxilo terminal.

La sefial se inicia cuando TGF-B, se enlaza al receptor tipo II en el dominio
extracelular; el receptor TBR II unido al ligando, se une al receptor tipo I, formando un
complejo. El receptor TPR I se fosforila en el sitio motif rico en serina-glicina y de este
modo se activa la cinasa de dicho receptor.

A continuacion la proteina SARA recluta a Smad 2 al receptor TR I, el complejo
SARA, Smad 2 y el receptor de TGF-P se asocian para formar un complejo transductor de

sefial, la cinasa activada fosforila especificamente a Smad 2, y esta fosforilacion permite la
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asociacién de Smad 2 a Smad 4 y se transloca al nucleo. Smad 2 se asocia con el factor

de transcripcion Fast-1y se activa la transcripcion del gen (51).

V. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

a) Modelo experimental de infarto

En la caracterizacién histologica, fisiologica y bioquimica del modelo experimental
de infarto del miocardio inducido con isoproterenol, se encontraron los siguientes
resultados ya descritos por nuestro laboratorio (52), y que se comenta brevemente por la
relevancia que tiene en la correlacion e interpretacion de la informacion obtenida en este
estudio. Desde el punto de vista histologico, bioquimico y fisiolégico se detecto la
presencia de una lesion semejante al infarto del miocardio entre las 12-24 horas de la
administracion del ISO. Histoldgicamente se detect6 un infarto de tipo circunferencial con
presencia de una necrosis coagulativa en la parte apical abarcando 30% de la pared del
ventriculo izquierdo. En el periodo previo al infarto, se hacen evidentes la elongacion y
ondulacién de las fibras, necrosis y bandas de contraccién y fragmentacion de las
miofibrillas. Durante el infarto se aprecia una afluencia importante de celulas
polimorfonucleares y macréfagos como signos de una respuesta inflamatoria intensa. La
aparicion de fibroblastos y fibras de coldgena, se hacen evidentes desde las 48 h en que se
puede considerar que se inicia el proceso de cicatrizacion como se aprecia en la tabla 1.

Estos cambios histolégicos, corren paralelos a las alteraciones fisiologicas como
son cambios importantes a los pocos minutos de la administracion del ISO en la frecuencia
cardiaca con un 80 % de aumento que permanece por 10-12 h y una brusca disminucion
del 60% en la presion arterial produciendo una hipoperfusion del corazén que se sostiene
por un periodo de 8 a 10 horas, que produce una disminucién importante del flujo
sanguineo y una hipoxia funcional prolongada que aunado a la sobrecarga de trabajo lo
que posiblemente origina el infarto. Se observé una disminucion paralela de la presion del
ventriculo izquierdo y de la conduccion auriculo-ventricular. Electrocardiograficamente,

se observo al tiempo del infarto la inversion caracteristica del segmento QT del
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electrocardiograma.  Después del infarto, estos pardmetros funcionales tienden a

normalizarse.

Tabla 1. Evaluacién histologica de la lesion cardiaca inducido por el isoproterenol

Tiempo de tratamiento (h)

Tipo de dafio 1 3 6 12 24 48 72 96
Elongacion y ondulacién de fibras -+ - + + = u + ¥
Necrosis y contraccion de bandas - + +H+ + + . - =
Necrosis coagulativa - - - + ++ . . -
Fragmentacion de miofibrillas - - - - + ++ . s
Celulas polimorfonucleares - - + —+ +H+ + % 2
Macréfagos - - - . + -+ + §
Fibrablastos y fibras de coldgena " - - - . + ++ St
Edema - - + ++ e ++ +

Nota: Animales que recibieron isoprotereneol via s.c. y se sacrificaron a diferentes tiempos después
de la administracion de la droga; el dafio total después de la administracién del isoproterenol se tomé
como el 100%; +, 25%; ++, 50%; +++, 75%; -, no observado.

Bioquimicamente se demostré la presencia del infarto por las enzimas marcadoras
creatina quinasa, a-hidroxibutirato deshidrogenasa y transaminasa glutdmico aspartico, y
alteraciones importantes en la funciéon mitocondrial, observadose al tiempo del infarto una
disminucion de la sintesis de ATP, potencial de membrana mitocondrial y disminucion de
los parametros energéticos evaluados como carga energética y niveles de creatina y
fosfocreatina. En la etapa de post-infarto estudiada hasta las 96 h de la administracion de
ISO, no se recuperan los parametros mitocondriales y la carga energética; no asi en una
elevacion importante en los niveles de creatina y fosfo-creatina durante el post-infarto.

Estudios previos del laboratorio (no publicado), han demostrado la participacion
de los radicales libres durante las tres etapas de cardiotoxicidad inducidas con ISO, pre-
infarto infarto y post-infarto, destacando el papel del endotelio generando 6xido nitrico y
peroxinitritos, la degradacion de nucleétidos de adenina y xantina oxidasa como fuente de
ion superoxido, ambos en la etapa previa al infarto. Durante el infarto, la respuesta

inflamatoria induce la formacion de oxido nitrico y peroxinitritos, y durante la etapa de
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post-infarto al recuperar el flujo sanguineo y el nivel normal de oxigenacion (etapas de
reperfusion fisiologica) la disfunciéon mitocondrial, es una fuente de radicales libres. Ante
este panorama surgio el interés de conocer algunos eventos moleculares del proceso de

cicatrizacion y remodelacion del tejido cardiaco como son los estudiados en este trabajo.
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VI. HIPOTESIS

Durante el infarto al miocardio inducido por isoproterenol se han definido tres
etapas pre-infarto, infarto y post-infarto de acuerdo a criterios bioquimicos, fisiologicos y
estructurales. Después del infarto sobreviene la remodelacion cardiaca, se espera a través
de este modelo conocer la secuencia temporal de la expresion genética a través de la
medicion del RNAm y las proteinas de la matriz extracelular asi como los factores

reguladores y protectores del proceso.

VII. OBJETIVO GENERAL

En este trabajo se trato de estudiar la expresion génica de algunos factores
involucrados en la sintesis de los componentes de la MEC, como un primer intento de
conocer los factores desencadenantes de la remodelacioén estructural del tejido cardiaco

dafiado durante el infarto experimental .

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Se midieron los niveles de expresion del RNAm de colagena tipo I y III, fibronectina y
los factores reguladores como TGF-B1, TGF-B3 y Hsp70, durante la fase temprana de la

remodelacion cardiaca.
b) Se determinaron los cambios en la expresion de algunas proteinas de la MEC como la

colagena tipo Iy III, la fibronectina, los TGF-B1 y 3 y la proteina de choque térmico

Hsp70, después del tratamiento con isoproterenol.
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VIII. METODO

a) Animales y preparacion de las muestras

Se utilizaron 78 ratas macho, cepa Wistar de 250-260 g, alimentadas at libitum.
El isoproterenol se administré en forma subcutanea a una dosis de 67 mg/kg de peso
corporal de acuerdo con el procedimiento descrito por Chagoya y col. (52). Se utilizaron
6 animales por cada tiempo experimental y 6 ratas testigos, se sacrificaron en diferentes
tiempos después de la administracion del ISO cubriendo la parte de preinfarto (0.25, 0.5,
0.75, 1,2,3 y 6 hrs.), infarto (12-24 hrs.) y postinfarto (48, 72 y 96 hrs.), se extrajo el
corazon rapidamente, se colocd en solucion salina estéril y posteriormente se obtuvo una
seccion transversal de la parte semiapical del corazon. La seccion apical de los corazones
aislados, se congelaron inmediatamente después del sacrificio en nitrégeno liquido y se
almacenaron a —70°C para la extraccion posterior del RNA total, como se describe en el

diagrama de la figura 2.

b) Preparacién del RNA e hibridizacién del DNAc

El RNA total del 4rea del infarto, se extrajo por el método descrito por
Chomczynski y Sacchi (53). Se utilizaron 20 pug de RNA total para el northern blot. El
RNA se desnaturaliz6 en una solucién que contiene 50% de formamida, 2.2 M de
formaldehido y se separd en un gel de agarosa al 1%. El RNA total se transfirié a una
membrana de Nylon (Schleicher y Schuel).

La sonda se marcd radioactivamente con (a-’P-dCTP) marca Amersham,
utilizando para ello un Kit de marcaje de DNA de la marca Lifes Technologies.

La hibridizacion del RNAm con el DNA complementario (DNAc) para la
fibronectina y las colagenas tipo Iy III, se llevé a cabo en solucién de prehibridizacién que
contiene 50% de formamida, 5% de SSPE ( 3 M NaCl, 0.2 M de NaH,PO, y 20 mM de
dietiltetracético), 2% de reactivo de Denhardt’-s (50X de solucién de Denhat-s contiene 5
g de ficoll, 5 g de albimina de bovino y H,0), 0.1% de SDS (Sal Duodecil sulfato) y 100
ug/ml de esperma de salmén 42° C por més de 24 h.
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Las membranas se lavaron en una solucion que contiene 2% SSC ( 1X de SSC =
0.15 M de cloruro de sodio, 0.015 M de citrato de sodio y 0.1% de Sal Duodecil Sulfato
(SDS)) a temperatura ambiente, el siguiente lavado se llevé acabo con 0.5X de SSC, 0.1%
de SDS a 65° C para la Fibronectina y 0.2X SSC, 0.1% de SDS a 55° C para la sonda de
colagena tipo I y tipo III.

La hibridacion y el lavado de las membranas para TGF-1, TGF-f3, y Hsp70, se
realizo de acuerdo con el método de Churt y Gilbert (54).

Las membranas fueron expuestas en Film de BIOMAX MR (Eastman Kodak
Company, Rochester, NY) a —=70°C. La cantidad de RNA presente en la membrana, se
midid con el densitometro y se obtuvo la densidad en unidades arbitrarias.

El DNACc de la fibronectina es de rata, contiene 875 pb de la region codificante 3,
este DNAc se dirige al amino terminal de la fibronectina y reconoce todas las formas de la
Fibronectina. La sonda de TGF-B1 contiene 985 pb y la de TGF-B3 que es de raton
contiene 1200 pb, la sonda de colagena-ct1(I) con 800 pb de la region no codificante y

codificante, la sonda de colagena tipo-al (III) de 500 pb de la region codificante.

c) Western blot

Para obtener la proteina Hsp70, se homogenizo el tejido que corresponde al area
del infarto ( zona apical del corazon) con un homogenizador ultraturrax en un buffer que
contiene: 0.1M de fosfato, 5% de SDS, 1% de mercapto etanol, 0.1% de Fenilmetilsulfonil
fluoruro (FMSF) y 2 pg de aprotinina, durante un minuto. Una vez homogenado, se
centrifugé a 14 000 x g durante 3 min. Se tomo el sobrenadante y se almacend a -70°C.
El contenido de proteina se determind por el método de Lowry (55).

La colagena se extrajo homogenizando el tejido en 1 ml de buffer ( 200 mmol/
sacarosa, 20 mmol/ HEPES a pH 7.4) que contiene inhibidores de proteasas ( 2 pg/ml de
aprotinina y 100 pg/ml de PMSF.

Se utilizaron 50 pg de proteinas totales y se desnaturalizaron en buffer de corrida
que contiene 0.625 uM de Tris/Cl a pH 6.8 1% de SDS, 10 % de clicerol, 0.01% de azul

de bromofenol, 1% de mercaptoetanol y se incubaron 15 min. a 65° C.
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Después de la desnaturalizacion de las proteinas, éstas se separaron por
electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 10% de acuerdo con el
método de Laemli (56). Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa,
utilizando para ello un buffer que contiene 58% de tris, 0.29% de glicina, 0.037% de SDS
y 20% de metanol. La membrana se incub6 en PBS que contiene el 0.2% de tween 20 y
5% de leche descremada por 2 horas a temperatura ambiente para bloquear los sitios de
uniéon no especificos de la proteina. Las membranas se lavaron 3 veces en PBS 1X
durante 10 min. agitando levemente; posteriormente se incubaron durante toda la noche a
4 grados centigrados en presencia del primer anticuerpo (Rbt X anti-colagena tipo I, anti-
colagena tipo III de rata y anti-Hsp70), en una dilucion de 1:10 000. Después de esta
incubacion se lavaron 3 veces como se indicé anteriormente y enseguida se volvid a
incubar con el segundo anticuerpo (AP-cabra Anti-Conejo IgG), en una dilucion de 2:10
000 durante 2 horas a temperatura ambiente, con agitacién leve. Se volvieron a lavar 3
veces, el complejo antigenos-anticuerpo se visualizd después de haber revelado las
membranas con Nitro Blue Tetrazolium (NBT) y 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate
(BCIP).

d).  Slot blot de TGF-B1, TGF-B3 y Fibronectina

Para obtener las proteinas de TGF-Bl1 y 3, la parte apical del corazén se
homogeniz6 en un homogenizador ultra-turrax, en un buffer que contiene 0.05 M de tris,
0.15 M NaCl, 0.002 M de éacido etilenodiaminotetraacético (EDTA), 0.002 M
fenilmethilsulfonilfluoruro, 2 pg/ml de aprotinina a pH 7.4, después de sonicar el
homogenado se afiadi6 triton X-100 a una concentracion final de 0.5%. El tejido se
colocé en hielo durante 15 minutos, posteriormente se centrifugé a 12 000 x g por 20 min.
a 4 grados centigrados.

La fibronectina se obtuvo homogenizando el tejido con buffer que contiene 1% de

SDS, 8% de sacarosa, 2 mM de EDTA, 3mM de etilen glicol-bis (B-aminoetileter)-
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tetraacetato y 50 mM de fosfato (pH 8). La concentracion de la proteina se determin6 por
el método de Lowry (55).

Se gotearon 50 pg de proteina directamente en la membrana de nitrocelulosa
montada en la camara de slot blot. Las membranas se bloquearon con 5% de leche diluida
en PBS 1X, con 0.1% de Tween 20, se incubé con un Anti-TGF-BI y 3 y Anti-
fibronectina monoclonal diluido 1:1000 durante 12 horas a 4 grados centigrados. Después
de haber lavado 3 veces la membrana con PBS 1X, se incubd con el segundo anticuerpo
(Anti-conejo IgG conjugado con fosfatasa alcalina), durante 2-3 hrs. a temperatura
ambiente. Se repitieron los lavados como se mencioné anteriormente, finalmente las
membranas se revelaron con 44 pl de NBT y 33 pl BCIP diluido en 10 ml de una solucion
que contiene 0.1M de tris-Cl pH 9.5, 0.1M de NaCl, 50 mM de MgCl. Las bandas se

cuantificaron por densitometria.

IX. RESULTADOS

En este estudio se evaluaron los cambios transitorios de la FN, las coldgenas tipo I
y III, los TGF-B1 y 3, y la proteina de choque térmico con sus respectivos transcritos
durante la remodelacion de la MEC del tejido cardiaco después del infarto experimental,
como un primer intento para conocer la dinamica de expresion en este proceso y para ello
se tomaron rebanadas de la parte apical del corazon infartado, como se muestra en la
fotografia de la siguiente pagina en donde se representa una comparacion entre el corazon
normal e infartado.

Cada experimento se repitio, al menos 3 veces, con diferentes ratas para confirmar
que cada resultado fuera reproducible. Se utilizé la misma cantidad de proteina en cada
tiempo, los resultados se normalizaron de acuerdo al testigo y se expresaron como
porcentaje del testigo. La densidad de las proteinas y el RNAm, se midieron por
densitometria para determinar su nivel de expresion en el ventriculo izquierdo durante el

desarrollo del infarto.
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FIBRONECTINA.

Los resultados obtenidos al evaluar el RNAm de fibronectina desde los 15 minutos
de la administracién de ISO hasta las 96 h, cubriendo las tres etapas de cardiotoxicidad de
la droga, se presentan en la Fig. 3. Se observa una gran constancia en la actividad
transcripcional del gen de la FN, notandose una pequefia disminucién en los niveles de
RNAm a los 15 minutos y 1 h (p < 0.01), el maximo nivel se encontrd a 2 h después del
tratamiento ( p < 0.01), representando un 20% por encima del nivel de los testigos.

La FN (fig. 3), no se acumula en una etapa especifica del infarto, oscila en forma
constante, a lo largo del tiempo experimental, el maximo nivel se encontré a las 48 h post-
infarto (26 %), y el minimo nivel estuvo en el momento del infarto, representando un 15 %
por debajo del los testigos.

El nivel del transcrito obtenido en este trabajo, no refleja una gran actividad
transcripcional del gen durante el infarto. La matriz extracelular tampoco sintetiza
fibronectina en forma acelerada, los niveles se mantienen mas 0 menos constantes durante
las 96 h.

COLAGENA TIPO I

A través del andlisis por (figura 4) Western blot, en el area infartada del tejido
cardiaco se observaron pequefios aumentos transitorios de colagena tipo I, entre los 15
minutos hasta las 6 h postratamiento, alcanzando un incremento de 61% por encima del
testigo a las 3 h (p <0.01). Durante el infarto disminuye un 39% bajo el nivel del testigo
(p <0.01), y a partir de entonces se incrementd paulatinamente llegando a un nivel de
50% sobre el nivel del testigo. Estos resultados indican que la lesién inducida durante el
infarto, provocéd una disminucion dréastica en la maquinaria de sintesis de la colagena.
Incrementos subsecuentes hasta las 96 h correlacionan con los cambios de la actividad de
transcripcion.

El dafio provocado por el beta adrenérgico en el tejido cardiaco se refleja en el
contenido de RNAm de colégena tipo I en el area del infarto, la actividad transcripcional
del gen aument6 a los 15 minutos, observandose un aumento de 1.3 a 2.1 veces, a las 3 h

postratamiento, durante el infarto disminuye hasta alcanzar casi el nivel del testigo. En la
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Fig. 3. Expresion de RNAm y el contenido de la proteina especifica de fibro-
nectina en la zona del infarto expresado en unidades arbitrarias, cada una
de las barras representa el promedio de las muestras utilizadas.
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Fig. 4. Acumulacién de colagena tipo | en la zona de infarto de los animales
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etapa postinfarto aumenta paulatinamente alcanzando un maximo de 6.6 veces mayor que
el testigo al finalizar el periodo de tratamiento. El aumento en RNAm precede al aumento

en la proteina.

COLAGENA TIPO IIL

Después de haber cuantificado el RNAm de colagena tipo III, se puede decir que
los animales con tratamiento no presentan una actividad transcripcional aumentada en la
etapa preinfarto y tampoco durante el infarto, excepto a los 45 munutos postratamiento
donde la Col III alcanza un incremento significativo. Sin embargo, inmediatamente
después del infarto se acelera la maquinaria transcripcional, y hubo un incremento de
RNAm hasta los 3 dias después del infarto. El ISO desencadeno la acumulacion de
RNAm de colagena tipo III de 1 a 4 dias después del infarto (p < 0.01); la figura 5
proporciona una evaluacion cuantitativa de la acumulacién de RNAm de colagena tipo III.
En el area del infarto, la acumulacién de RNAm de colagena tipo III se elevo de 4 a 10
veces comparado con las ratas no tratadas de 1-4 dias después del infarto.

Al estudiar los niveles de colagena tipo III en la secuencia temporal estudiada
figura S, el comportamiento de esta proteina refleja una disminucién de 11% a partir de las
2 h postratamiento, el mayor decremento se localiza a las 12 h (p < 0.01), tiempo en que
ocurre el infarto, y permanece disminuido hasta 96 horas. Estos parametros sugieren una
disociacion entre la actividad de transcripcion evaluada por los niveles de RNAm vy la

proteina tisular encontrada.

a) Relacion Col I/Col III

La relacion de Col 1/ Col III ( tabla 2) de los animales testigos es de 0.76, sin
embargo en los animales experimentales este valor se incrementa a partir de que inicia el
tratamiento, llega a ser significativa a partir de las 6 h cuando la coligena tipo III
disminuye (fig. 5) mientras que la colagena tipo I aumenta (fig. 4). la relacion Col I/ Col

IIT en los animales experimentales llega a ser hasta 5 veces mayor en relacion a los
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corazones testigos, lo cual indica que la estructura del tejido cardiaco se modifica despues

del infarto.
Tiempo de Colagena Colagena Relacion

tratamiento (hrs.) tipo | tipo Il
0.00 3.80 5.00 0.76
0.25 4.56 5.10 0.89
0.50 4.18 5.99 0.75
0.75 4.18 5.10 0.82
1.00 3.60 5.10 0.70
2.00 4.78 4.20 1.13
3.00 6.08 4.20 1.44
6.00 4.78 1.75 2.89
12.00 2.28 1.40 1.62
24.00 3.50 2.55 1.37
48.00 3.80 2.54 1.49
72.00 4.00 1.53 2.60
96.00 5.70 1.48 3.85

Tabla 2. relacion entre la Coldgena I y Col4gena III expresada en unidades arbitrarias. Al relacionar

las concentraciones de la Colagena tipo I y tipo III observamos que se modifica entre 2-3 hrs después del
tratamiento con [SO. La relacién Col I/ Col Il se modifica inversamente a las 72 y 96 h sugiriendo que

cl sustrato colagénico es diferente.

TGF-B1
Se midi¢ la cantidad de TGF-B1, en el area apical de los corazones con y sin
tratamiento con ISO. En general la expresion de TGF-B1, disminuyd un 40% 2 h después

de la administracion de ISO (p < 0.01), y 6 h después del tratamiento recuper6 su nivel

alcanzando un maximo nivel (40%) por arriba del testigo a las 72 h como se observa en la
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figura 6. Algunos autores han reportado un incremento importante de este factor después
de la constriccion de la aorta suprarrenal de la rata; sin embargo, solo se han detectado los
precursores de dichos factores.

La grafica superior de la figura 6, ilustra el nivel d¢ RNAm para el TGF-B1 en el
grupo testigo y en el experimental, en un lapso de 15 min. hasta 96 h de tratamiento. La
primera barra de la izquierda corresponde al testigo sin tratamiento alguno y las siguientes
barras de la derecha corresponde el nivel d¢ RNAm obtenido de los animales tratados con
ISO. En términos generales el nivel de RNAm decrece por debajo del testigo a partir de
que se inicia el tratamiento, a excepcion del tratamiento de 12 h en la que hubo un
incremento de 40% por arriba del testigo y la expresion mas baja se encuentraen 1y 72 h
(p < 0.01), representando un 80% por debajo del testigo, posiblemente después de 96 h
tanto el mensajero como la proteina retorna al nivel del testigo. El aumento del mensajero

precede el aumento de la proteina en el tejido.

TGF-B3

Para poder medir el nivel de TGF-33, se cargaron 50 pg de proteina en cada pozo
de la camara de slot blot y después de haber revelado la membrana, se observa una
disminuciéon 1-3 h después del tratamiento, pero a partir de entonces aumenta
gradualmente hasta las 96 h como se observa en la fig. 7. (3-96 h). El incremento fue de
un 56% sobre el testigo en el area apical del corazon de las ratas experimentales, esta
proteina por lo regular en su forma inactiva se encuentra asociada a otra proteina y migra
en el gel de acrilamida como una banda de 28 kD.

Para determinar la expresion del transcrito de TGF-B3, durante el desarrollo del
infarto se midi6 el nivel de RNAm de las ratas testigos y tratadas. A partir de los 15 min.
hasta la hora, el RNAm disminuye, pero 2 h después se incrementa drasticamente un 12%
arriba del testigo y vuelve a disminuir hasta llegar a las 72 h un 80% (p < 0.01) por debajo
del testigo. Al examinar la relacion entre el nivel del transcrito y la proteina se encontrd
que el aumento del RNAm precede al incremento de la proteina y que la sintesis de TGF-

B3 en el tejido cardiaco se relaciona inversamente con el transcrito. El comportamiento de
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TGF-B3 es semejante al de TGF-B1lal parecer las dos proteinas estan reguladas por los

mismos factores.

Hsp70

Para poder detectar la proteina de choque térmico, se utilizO un anticuerpo
monoclonal contra la Hsp70 inducible de humano, que reacciona fuertemente con el
Hsp70 de la rata. Se extrajo la proteina del citosol para poder medir la sintesis de la
proteina después del infarto, una cantidad considerable de la forma inducible de Hsp70,
estuvo presente en la zona apical del corazon y muy pocas cantidades en la zona apical de
los corazones no tratados. En la Fig.8 se ilustra la importancia de Hsp70 durante el
infarto. El patron de las bandas observadas indica que durante y después del infarto es
requerida por el tejido cardiaco.

El transcrito de Hsp70, se acumula en tres etapas, la primera de 45 min. (p <0.01)
alh,de3a6h(p<0.0l)yded48a72h(p<0.01), en cada etapa se va incrementando
cada vez mas, de modo que el incremento va de 6 a 20 veces con respecto al valor del
testigo.

La proteina tiende a incrementarse con el tiempo, y este incremento se da a partir
del momento del infarto, con un nivel maximo de 2 a 2.5 veces en relacion al testigo a las

72 h, posteriormente decrece ligeramente a las 96 h.

X. DISCUSION

El infarto experimental inducido por isoproterenol se localiza en la zona apical del
corazon y las condiciones experimentales establecidas de dosis y condicion de los animales
permite el establecimiento de tres etapas bien definidas de preinfarto, infarto y postinfarto.
Durante el infarto se origina una necrosis que altera la arquitectura del tejido tanto en la
zona infartada como en la no infartada. Durante la lesion, el ventriculo izquierdo se dilata
y se adelgaza la pared ventricular por la pérdida de la matriz extracelular; la zona de

infarto se expande y se presenta una respuesta inflamatoria que precede al proceso de

cicatrizacion.
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En la figura 9, se presenta una secuencia temporal de los principales eventos
estudiados, en la etapa del preinfarto se observa una disminuciéon de las proteinas
principales que forman la MEC, fibronectina, Col I, Col III, sugiriendo una preparacion
del tejido al adelgazar la pared del ventriculo, observandose un incremento discreto una
vez que ocurre el infarto. Este proceso continia en la etapa de postinfarto, excepto en el
caso de Col III, en que se observa una franca disminucion sugiriendo que la colagena
formada en la etapa de cicatrizacion no va a tener las mismas caracteristicas de la colagena
normal del tejido al alterarse la relacion Col I/Col III. El mensajero de fibronectina se
incrementa hasta las 48 h, no asi los de Col I y Col III. Se hace evidente en el caso de Col
III que, aunque existe el mensajero, debe haber algun problema a nivel transcripcional que
no permite la formacion de la proteina. Las citocinas fibrogénicas TGF-beta 1 y 3 se
incrementan después del infarto para estimular la fibrosis del tejido cardiaco y recuperar la
MEC perdida., estos incrementos son precedidas por el aumento del mensajero, la sefial
para la sintesis de estas proteinas se inicia inmediatamente de que ocurre el infarto.
Posiblemente estos factores se forman por un mensajero ya existente y disminuye
drasticamente durante la primera fase de cicatrizacion, incrementandose hacia las 72 h. Es
posible que estos cambios estén relacionados con la vida media de estos mensajeros. El
caso de la proteina de choque térmico Hsp70 realmente aumenta después del infarto e
inicia su disminucion en las 96 h, indica que los cambios en el RNAm estan desfasados en
tiempo pero siguen el mismo perfil. El patron de expresion de esta proteina, sugiere que
en la dinamica del tejido para alcanzar el equilibrio después del infarto, la Hsp70
desempefia un papel primordial, quiza el mas importante sea el de ensamblar las proteinas
desnaturalizadas en la MEC.

Es interesante poder integrar estos cambios en el marco de los cambios fisiologicos
y bioquimicos que se describe previamente en este modelo (52). Se puede decir que las
respuestas funcionales mas rapidas observadas en este modelo son el aumento de la
frecuencia cardiaca y la caida brusca de la presién arterial y la presion del ventriculo
izquierdo, afectando la conduccion auriculo-ventricular, cambios fisiologicos que resultan
en una modificacién inminente del electrocardiograma durante el preinfarto y el infarto.

Bioquimicamente, durante estas etapas se nota una degradacion importante de los
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nucledtidos de adenina, principalmente el ATP, originando una disminucién de la carga
energética. Esta disminucion causa un aumento de sustratos degradables por la xantina
oxidasa que juega un papel muy importante ya que en las condiciones fisiologicas que se
detectan en esta situacion se convierte en una fuente importante de radicales libres,
principalmente ion superdxido, notandose una disminucién del mensajero y las proteinas
de Col I, Col III y FN, asi como el aumento del mensajero de TGF-B1 y 3. En la etapa
postinfarto, se observa la recuperacion de algunos de los parametros fisiologicos alterados
como frecuencia cardiaca, presion arterial y no de la presion del ventriculo izquierdo,
conduccion A-V y recuperacion de los parametros energéticos. Por el momento no se
visualizo la relacion molecular que existe entre los cambios fisiologicos y bioquimicos
previamente estudiados con los cambios estructurales consecuentes de las alteraciones
observadas en la MEC y en sus factores reguladores, pero pudiera ser muy interesante
localizar esta relacion a nivel de factores de transcripcion, entre ellos el NF-kB y AP-I que
se sabe son inducidos por especies reactivas de oxigeno (ROS).

La reparacion de la lesion originada por el infarto al miocardio, es un proceso
complejo en el que juega un papel importante la remodelacion de la MEC. Se sabe que las
células responsables de este proceso son los miofibroblastos que se originan de la
diferenciacion de los fibroblastos, que aparentemente solo ocurre en situaciones
patologicas. Estas células expresan colagena e inician el proceso de fibrogénesis. Una vez
que se ha instalado la colagenasa en la MEC, cesa la formacion de colagena, y los
miofibroblastos sufren apoptosis y gradualmente se forma la cicatriz (25). La
remodelacion de la MEC conlleva un cambio estructural del tejido, transitorio o
permanente en algunos casos, de tal manera la MEC cercana a la lesion difiere cualitativa y
cuantitativamente de la MEC normal, resultados que se muestra en la tabla 2 (58).

La secuencia de aparicion de las proteinas de la MEC durante la remodelacion,
depende en gran parte de los estimulos fibrogénicos y de los factores antifibrogénicos; es
decir, los factores que promueven la formacién y los que estimulan su degradacion. En
este estudio se exploraron el proceso de la formacién y regulacién de algunas proteinas de
la MEC, la formacién de la colagena (tipo I'y I ), como principal componente de la MEC

y la fibronectina asi como los factores de crecimiento transformante beta (59).
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Al analizar los cambios de los transcritos de colagena tipo I y III, se observo una
respuesta temprana y prolongada de incremento de 1.4 a 2 veces los transcritos durante la
etapa de pre-infarto, (0-3 h) en la colagena tipo I y de 0-12 h en la colégena tipo III. Poco
antes del infarto y durante su fase inicial, se observa la disminucion significativa del
transcrito de colagena tipo I. Estas respuestas pueden ser debidas a la alteracion de la
funcion cardiaca originada por la administracion del isoproterenol, la caida brusca de la
presion arterial, a la hipoxia o a la produccién aumentada de 6xido nitrico (ON) liberado
del endotelio, o la formacion de radicales libres generados por la xantina oxidasa (60, 61).

En la secuencia estudiada de infarto de miocardio experimental, en las etapas
observadas de preinfarto, infarto y postinfarto, los cambios funcionales de disminucion en
la presion arterial y aumento en la frecuencia cardiaca, especialmente durante la etapa de
preinfarto, van acompaiiadas de una hipoxia funcional que resulta en la formacion de
especies reactivas de oxigeno. Estudios realizados en el laboratorio sefialan dos
incrementos importantes de radicales libres, uno observado durante el periodo de
preinfarto y se explica por la formacion de i6n superoxido generado por un incremento de
la forma oxidante de la xantina oxidasa actuando sobre la degradacion de los nucleodtidos
de adenina observados en este periodo y posiblemente por los peroxinitritos generados por
el oxido nitrico de las células endoteliales y el ion superoxido generado a través de la
xantina oxidasa. El otro incremento importante de radicales libres, posiblemente de origen
mitocondrial, se observa durante la etapa de postinfarto ya que al recuperarse la presion
arterial se normaliza el flujo sanguineo y el aporte de oxigeno, encontrandose este con un
menor numero de mitocondrias y con deficiencia de la funcién mitocondrial originandose
una mayor formacion de las especies reactivas de oxigeno.

De momento no es posible integrar los cambios funcionales y bioquimicos
previamente observados en este modelo, pero es posible que la presencia de radicales
libres en el nucleo preparen los factores de transcripcion modulando los genes
involucrados. En nuestro modelo, el infarto estimuld el transcrito de colagena tipo I y III
en el area del infarto durante la etapa del post-infarto. Una observacion interesante es en

relacion a la transcripcion coordinada de los genes de colagena tipo I y III que, por otra
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parte, coinciden con la observacion histologica durante la caracterizacion de este modelo
de la aparicion de las bandas de colagena a las 48 h del tratamiento.

Al medir las proteinas de estos transcritos en el drea del infarto, se observé que no
obstante el incremento de los transcritos en la etapa de preinfarto (0-6 h), los niveles de
colagena tipo I y III, permanecen casi constantes sugiriendo una posible degradacion del
transcrito, algun problema a nivel de traduccion o degradacion de la proteina misma.
Durante el infarto, estas 2 proteinas disminuyen significativamente, especialmente
colagena tipo III, posiblemente como proteccion al hacer mas flexible y elastica la zona del
miocardio dafiada y puede deberse a un aumento de la actividad colagenolitica y/o
disminucion de los factores inhibidores (TIMP) de esta actividad (31). A las 24 h, en la
etapa final del infarto, se observa un aumento paulatino de Col I, alcanzando su nivel
maximo a las 96 h. Aunque no se sabe los mecanismos moleculares que controlan la
sintesis y degradacion de la colagena, se puede considerar que su presencia en el area del
infarto como una respuesta tisular ante el dafio. Es interesante sefialar que estudios previos
sobre la presencia de radicales libres y defensas antioxidantes en este modelo indica que a
24 y 48 h se detecta el mayor estrés oxidativo (trabajo no publicado del laboratorio). En
el caso de Col III, no aumenta la proteina en post-infarto sugiriendo que el RNAm se
acumula después del infarto, sin traducirse a proteina posiblemente por algin problema
postraduccional que evita la formacion de Col III; sin embargo a 24 y 48 h se observa un
aumento de Col III, cabe mencionar que a esos tiempos se observa el mayor estrés
oxidativo (trabajo no publicado del laboratorio). Estos cambios se reflejan en una
estructura diferente de la colagena que se estd formando, si calculamos la relacién Col I /
Col 111, en los testigos es de 0.76 y a partir de las 3 horas de tratamiento, empieza a
modificar alcanzando cambios importantes durante el infarto y el post-infarto (tabla 2),
hasta 3.86 principalmente por un aumento de Col I y no de Col III.

La fibronectina es un componente clave durante la reparacién de las heridas y se
eleva en los tiempos durante la etapa de remodelacion y fibrosis. La fibronectina es una
molécula de adhesién que promueve la migracion celular y la quimiotaxis de los

monocitos. En este estudio tanto el transcrito como la proteina (Fig 3), no variaron
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significativamente a lo largo del periodo experimental en el ventriculo izquierdo, lo que
pudiera pensarse que el gen de fibronectina se expresa de manera constitutiva (62).

Las isoformas del factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-B1), tienen una
gran analogia y frecuentemente con actividad biologica intercambiable, son codificadas
por distintos genes con un promotor unico (40, 63). Su capacidad para mejorar y acelerar
la reparacion del tejido dafiado, ha sido muy estudiada en diferentes modelos
experimentales. El TGF-B1 es liberado por numerosas células como las plaquetas,
linfocitos, macrofagos, células endoteliales, células epiteliales, fibroblastos, por lo que
tienen una gran diversidad de respuestas celulares (63). La expresiéon de TGF-B1
responde a varios estimulos tales como heridas, isquemia o fibrogénesis. El TGF-B3 se
induce por estimulos hormonales.

El TGF-B1 actia como regulador en el proceso de reparacion y adaptacion del
corazon al estrés o al infarto (9). Se ha muestrado la presencia de TGF-B1 en las células
que rodea la zona de infarto por ligadura de la arteria coronaria izquierda. Existe una
expresion basal en los corazones de los animales testigos, que disminuye durante la
primera hora del tratamiento con subsecuente elevacion alcanzando un maximo a las 12 h
el TGF-B1y alas 2 h el TGF-B3, volviendo a disminuir durante el infarto y la etapa inicial
del post-infarto ( 24-72 h). Claramente se observa que el maximo incremento del TGF-31
precede la expresion del transcrito de Col I 'y Col III. Existe la posibilidad que el estrés
oxidativo maximo observado a las 24-48 h de tratamiento, participe en la expresion de los
transcritos de TGF-P y de las colagenas. En el ventriculo derecho que no presenta lesion,
también se estudi la expresion de los transcritos y se observaron variaciones semejantes
pero en menor magnitud sugiriendo la posibilidad de que la sefial de remodelacion no esté
ligada unicamente a la lesion, sino a una disminucién de la funcién que percibe el 6rgano
completo o a factores que se liberan como la angiotensina, aldosterona y otros factores
que afectan el metabolismo del TGF-B1. Se ha sefialado que la angiotensina II induce la
formacion de TGF-P en el 4rea del infarto y regula la formacion de los miofibroblastos y la
formacion de tejido fibroso (23). El ISO disminuye la formacién del mensajero,
posiblemente desencadena algln factor represor, proceso que se revierte durante el

infarto, la proteina disminuye cuando sube el mensajero durante el infarto pero no
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después. La baja expresion de este factor de crecimiento en su forma activa, puede
atribuirse a su naturaleza adhesiva, probablemente una gran parte de la proteina se pierde
durante el proceso de extraccion (57).

Estudios realizados sobre la accién protectora de Hsp70 en el corazén, han
demostrado que protege contra el dafio oxidativo especialmente los generados en la
mitocondria al nivel del sistema NADH-cOQ, de la cadena respiratoria, por el peréxido de
hidrogeno y el anién superoxido (64). Estudios previos del laboratorio demuestran la
presencia de radicales libres provenientes del endotelio, de la xantina-oxidasa, de los
macrofagos y polimorfonucleares asi como de la mitocondria. Posiblemente asi se
explique el hecho de que los transcritos de Hsp70 de este estudio, se expresen por primera
ocasion, entre 3 y 6 h y posteriormente entre 48 y 72 h. Sin embargo, en cuanto a la
expresion de la proteina solo se observa marcadamente de las 24-96 h, durante el infarto y
el post-infarto. Se ha especulado el papel de estas proteinas Hsp70, como protectores de
la integridad y funcion mitocondrial; sin embargo, estudios previos del laboratorio en
donde se evalu6 el cosumo de oxigeno mitocondrial, cociente respiratorio, sintesis de
ATP, potencial de membrana, nivel de ATP y carga energética en donde no reflejan una
franca recuperacion de los valores disminuidos durante el preinfarto e infarto, solo se

aprecia una leve recuperacion (52).

XI. CONCLUSION

Durante el infarto experimental inducido con ISO, hay una reduccion de la
capacidad funcional del corazén subsecuente a una necrosis que promueve una
remodelacion del tejido dafiado. En esta remodelacion se observan cambios en los niveles
de RNAm y proteinas de la matriz extracelular como la colagena tipo I y II, fibronectina y
los reguladores de la sintesis de la MEC como la proteina de choque térmico Hsp70 y los
factores de crecimiento TGF-f1 y 3.

Primero se degrada la red de colagena que puede adelgazar la pared del ventriculo
izquierdo y provocar dilatacion. Posteriormente se sintetiza la coldgena y se forma la

cicatriz que previene la dilatacion. En estos resultados se observé que durante el infarto
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12-24 h, disminuye la colagena tipo I, aumentando posteriormente, y la colagena tipo III
disminuye desde las 6 h antes del infarto.

La fibronectina no cambia significativamente, no obstante llama la atencion una
disminuciéon maxima a las 12 h, lo que pudiera pensarse como una respuesta a la
disminucion de la funcion cardiaca.

Al medir los niveles de Hsp70 se observo un incremento significativo a las 24-96 h,
en la etapa postinfarto, indicando que esta proteina pudiera desempefiar un papel
importante durante la remodelacion del tejido cardiaco.

Los cambios en los niveles de proteina en la MEC va acompaiiado de factores que
inducen la transcripcién, para regular la formacion de las proteinas durante la
remodelacion, por ejemplo TGF-B1 interviene en el crecimiento y proliferacion celular
promoviéndo la sintesis de las proteinas que forman la fibrosis al igual que TGF-f33.

De acuerdo con los resultados obtenidos, tenemos una idea de como se inicia el
proceso de cicatrizacion y remodelacion cardiaca. La sintesis de las proteinas de la MEC,
ocurren después del infarto siendo precedida a tiempos tempranos por TGF-B1 y las

proteinas Hsp70, que se sintetizan durante el infarto y 48 h después del mismo.

XII. APORTACIONES

En el pais un alto porcentaje de la poblacion muere de trombosis y no se sabe
mucho acerca de su trataminto clinico porque se desconoce el marco bioquimico y
fisiologico que conlleva a la recuperacion de los pacientes después de un infarto.

Con este modelo de infarto experimental estudiado y caracterizado en el
laboratorio en donde el isoproterenol induce una hipoxia funcional se ha establecido tres
etapas bien definidos que son el preinfarto, infarto y postinfarto podemos estudiar los
procesos de recuperacion del tejido cardiaco después de la necrosis puesto que la dosis de
isoproterenol permite a los animales sobrevivir al infarto lo cual nos ha facilitado observar

mediante estudios histologicos la estructura del tejido, se han hecho estudios
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hemodinamicos y bioquimicos, cambios temporales de algunos pardmetros en el balance
de energia y funcién mitocondrial, se ha monitoreado la frecuencia cardiaca mediante la
actividad eléctrica, se ha podido medir la temperatura del cuerpo de los animales y la
medicion de enzimas marcadores del tejido cardiaco en el suero, sin embargo con estos
estudios era dificil establecer los mecanismos de cardiotoxicidad del isoproterenol por lo
que hacia falta aclarar varios puntos para elucidar los eventos celulares y moleculares que
se llevan acabo después de la administracion del isoproterenol y en base a estos
resultados surgio el interés de estudiar algunas proteinas de la matriz extracelular durante
la remodelacion del tejido cardiaco para identificar la secuencia de aparicion y la
intervencion de algunas proteinas que se forman en la MEC durante la remodelacion y
cicatrizacion del tejido cardiaco en la fase temprana de recuperacion.

En este estudio se encontré que durante la remodelacion del tejido cardiaco refleja
un cambio en el contenido de colagena tipo I y III en la MEC, después del infarto
predomina la colagena tipo I sobre la colagena tipo III, lo que indica que el infarto
estimuld el transcrito de col I y que existe una transcripcion coordinada de los genes de
Col 1, por otra parte coincide con la observacion histolégica realizado previamente a este
estudio con la aparicion de bandas de colagena a las 48 h de tratamiento.

En este modelo la FN al parecer se expresa de manera constitutiva debido a que no
se observaron cambios importantes durante el tiempo de estudio. La proteina de choque
térmico desempefia un papel importante durante el infarto, su incremento en la etapa
postinfarto indica que esta proteina es indispensable durante el proceso de remodelacion,
posiblemente ensamblando las proteinas que se forman en la MEC, por otro lado puede
proporcionar resistencia a las células a la apoptosis o actuar directamente en la
mitocondria y en el citoesqueleto que son las estructuras dafiadas durante el infarto.

En términos generales este estudio nos proporciona una informacién en la forma
como Inicia el proceso de cicatrizacion y remodelacion del tejido cardiaco, en donde la
sintesis de las proteinas de la MEC ocurren después del infarto, siendo precedidas por el
TGF-B1 que es uno de los factores reguladores que controla el deposito de proteinas de la
MEC vy la proteina de choque térmico Hsp70 que se sintetiza durante el infarto y 48 h

después del mismo.
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XIII. PERSPECTIVAS

La secuencia temporal del proceso de cicatrizacion de la lesion producida por el
infarto nos sugiere una expectativa que nos permitird conocer la recuperacion funcional y
estructural del corazén infartado que originan que este tejido caiga en una insuficiencia
cardiaca .
1) Estudiar las colagenasas (MMPs) y sus inhibidores (TIMPs) para completar las
caracteristicas de la primera etapa.
2) Una expectativa interesante es continuar la evaluacion de la matriz extracelular
durante la etapa de remodelacion prolongando los tiempos experimentales a 1,
2 y 3 meses ya que observaciones preliminares del laboratorio indican la

presencia de insuficiencia cardiaca en el corazon.
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