


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA
BIOMEDICINA

Efecto de la melatonina sobre el dafio miocardico en ratones

tratados con isoproterenol

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
BIOL. BETZABE NIETO LIMA

TUTORA PRINCIPAL DE TESIS: DRA. AGUSTINA CANO MARTINEZ
FACULTAD DE MEDICINA

COMITE TUTOR: DRA. GERTRUDIS HORTENSIA GONZALEZ GOMEZ
FACULTAD DE CIENCIAS
DR. MANUEL MIRANDA ANAYA
FACULTAD DE CIENCIAS

MEXICO, D.F. MAYO, 2013



UN M : COORDINACION

Ciencias Biologicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted, que el Subcomité de (Biologia Experimental y Biomedicina), en su
sesion ordinaria del dia 11 de marzo de 2013, aprob¢ el jurado para el examen de grado de
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS de la alumna NIETO LIMA BETZABE con numero de
cuenta 404025218, con la tesis titulada “EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE EL DANO
MIOCARDICO EN RATONES TRATADOS CON ISOPROTERENOL", bajo la direccién de la DRA
AGUSTINA CANO MARTINEZ:

Presidente: DRA. GLORIA ACACIA BENITEZ KING

Vocal: DRA. GERTRUDIS HORTENSIA GONZALEZ GOMEZ
Secretario: DRA. KARLA GUADALUPE CARVAJAL AGUILERA
Suplente: DR. JOSE PEDRAZA CHAVERRI

Suplente: DR. MANUEL MIRANDA ANAYA

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F., 2 02 de mayo de 2013

Nt CoCpesy

DRA. MARIA DEL CORO ARIZMENDI ARRIAGA
COORDINADORA

Unidad de Posgrado = Coordinacion del Posgrado en Ciencias Bioldgicas Edificio B, ler. Piso, Circuito de Posgrados Cd. Universitaria
Delegacion Coyoacin C.P. 04510 Méxica, D.F. Tel. 5623 7002 hup:/pebiol posgrado.unam.mx



Agradecimientos

INSTITUCIONES

2€ Al Posgrado en Ciencias Bioldgicas, UNAM, por brindarme la oportunidad de continuar con mi
formacién académica.

9€ Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) por el apoyo financiero para realizar este
trabajo (255108 a BNL; 169736 a CMA).

9€ Al Programa de Apoyo a los Estudios de Posgrado (PAEP) por la beca otorgada para asistir al congreso
internacional 17th WORLD CONGRESS ON HEART DISEASE

2€ Al Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chéavez”, lugar donde realicé mi tesis de maestria, la
cual es parte de los proyectos “Dafio miocdardico con isoproterenol y efecto dosis-respuesta sobre
frecuencia de micronucleos vy lipoperoxidacién en ratones” (Clave Institucional INCICH: 10-695) vy
“potencial cardiogénico de las células hematopoyéticas murinas cultivadas con cardioesferas
provenientes de corazén de ratdon pre-, post-natal y adulto.” (Clave Institucional INCICH: 12-756, clave

CONACyT: 169736).

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR

2€ A mitutora, la Dra. Agustina Cano Martinez, por todo su apoyo, comprensidn y tolerancia, asi como por
sus comentarios y dnimos que me han permitido crecer tanto personal como profesionalmente.

2% A la Dra. Gertrudis Hortensia Gonzélez Gdmez y al Dr. Manuel Miranda Anaya por el tiempo y apoyo
gue me han brindado, pero principalmente por sus comentarios que ayudaron a complementar el

presente trabajo.



A mis padres, quienes me dieron la vida, me apoyaron y me proporcionaron las herramientas necesarias para
continuar por mi misma en esta vida. Por su tolerancia y su sabiduria. Gracias por estar siempre a mi lado y

alentarme a no darme por vencida, sin importar que tan dificil fueran las circunstancias.

A mis amigos y a todos mis comparfieros de los institutos en los que he trabajado, por su apoyo durante este

tiempo y por todos aquellos momentos agradables que me proporcionaron.

A mi hermana, quien toleré mis momentos de locura, porque sin ti, mi vida y mis actitudes hubieran sido

totalmente diferente.



INDICE

RESUMEN

ABSTRACT

1. ANTECEDENTES TEORICOS.

1.1. DANO IMIOCAIAICO. .ceureurereireireienreerereiresresreseeseeseessssssssssassassessessesssssssssssssansnnne 1
1.1.1. Induccion de dano miocardico con Isoproterenol........cccceeeveeeirrererannns 4
1.1.2. Mecanismos de accion del iSOproterenol. ....ccccveeeirereieirereirereirereneerannes 5
1.2. Melatonina: Caracteristicas y metabolismo. ......cccccceereeniirreniiiienccienncerenncnenen. 8
1.2.1. Mecanismos de accion y funcion de la melatonina. .....c.ccccceeuvenrenrennnnne 11
1.2.2. Melatonina y el sistema cardiovasCular......cc.cceeeeeereieeireireceneenrecraennne 13
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEIVIA. ...ccetittitieteetersatescessasessesssssssessassssessassnsessassasassassnse 15
3. HIPOTESIS.  coiieeeeeeieeeieiereieesseeeessseesessseesesssessssssessssssesssssessssssessesssessssssessssssesssssessns 15
4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo eNneral......cccccceiiiiieuniiiiiiiniiiniiiniiniiesiiniesssiiniresssiressssssreasssenns 16

4.2. Objetivos particulares. ......cccceeeiiiiinuiiiiineniiiiiieniises. 16



5. MATERIALES Y METODOS.

T N 1T 4T 1 = 16
5.2. Induccion de dailo MIOCArdiCo. .......cceuuiiiiiinniiiiiinniiiniiniiinieessnrenneses 16
5.3. Tratamientos con melatonina, N-acetilcisteina o aspirina. .......cccceveeereeerencrennns 17
5.4. Evaluacion de hipertrofia ventricular. .......ccceeeireiiieiiieiriicrcrecereereeerneenennes 17
5.5. Procesamiento del tejid0......cccereeirieniieniiieiieeiirecreeereereeereeerenernnesenssnnenennes 18
5.6. Evaluacion tisular de dafio miocardico.......ccccuuuciiiiiiiiiiiinienciiiiiiininnnnnenneennene. 19

5.6.1. Fibras de colagena. ......cccccceiiiiiiiiiimneneiiiiiiniiinnnnenissssnnssssssssssssnnnnns 20

5.6.2 Infiltrados celulares. .........ccceviiiiirmmmnuiiiiiiiiiiininn s 21
5.7. Evaluacion de estrés oxidante por nitrotirosina. ........cceeeeeerrencrencerecrencrrnnenenees 23
T2 TR =03 - T [ ot 25

6. RESULTADOS.

6.1. Dano miocardico: Efecto de la melatonina.

6.1.1. Melatonina e hipertrofia ventricular. ......ccccceevrrrviiiirireiiiiiinniiinnnennnnn. 26
6.1.2. Melatonina y fibras de colagena..........cccovvueiiiiirrneiiiirineniiiiiinnncinnnnnnnnn. 27
6.1.3. Melatonina e infiltrados celulares. ........cccceeeiiiirenniiirienniiiiinenncinnneenen. 30
6.1.4. Melatonina y nitrotiroSina.....ccccccerrreueiiiiiinneiiiiiieniinniieniinnens 31
6.2. Daino miocardico: Efecto de la N-acetilcisteina y la aspirina. ......cccceeeeirreennnnnnns 34
6.2.1. N-acetilcisteina, aspirina e hipertrofia ventricular. .....cc...ccceeuuevirrennnee. 34
6.2.2. N-acetilcisteina, aspirina y fibras de coldgena..........ccccceeeiirrreneniinnennnn. 35

6.2.3. N-acetilcisteina, aspirina e infiltrados celulares. ......cccccceveienvenrerennanne. 36




6.2.4. N-acetilcisteina, aspirina Y NitrotiroSiNg.....cccceeereeeireeeirereiecreeecrereseecnneens 37

7. DISCUSION.

7.1. Daino miocardico: Efecto de la melatonina.........ccccceevrreeeiiiiiiiniiininienciinnnnnnnnn. 38
7.1.1 Melatonina e hipertrofia ventricular. ......ccccceeiiiirrniiiiiienciiinienniinnnene. 38

7.1.2. Melatonina y fibras de colageno......cc..cccirvvueiiiiiieeiiiiiienniinnineninnnnne. 39

7.1.3. Melatonina e infiltrados celulares. ........cccceveeueeeiiiiiiiiininnenuesiiiinnnnnns 41

7.1.4. Melatonina y estrés oxXidante. .......cccceceirrreuiiiiinnniiininnesiinnneeene. 42

7.2. Daino miocardico: Efecto de la N-acetilcisteina y la aspirina ......cccceeevevenerennns 43
7.2.1. N-acetilcisteina, aspirina e hipertrofia ventricular .......cc..cccevveueeennneen. 43

7.2.2. N-acetilcisteina, aspirina y fibras de colageno..........ccccevvvrveeneiiiiinnnnns 45

7.2.3. N-acetilcisteina, aspirina, estrés oxidante e infiltrados celulares ....... 46

8. CONCLUSION......ccetretrneeretenesessesessessssestssesssssnssssssssesssssnssssnssssssssenssssssssssssssssssnns 51

9. REFERENCIAS......couiittiitiiiiiiiiitiiiieiinnieinieaisseaissaasisssssistsssisssssssssssssasssssanssssens 51



FIGURAS Y TABLAS

Fig. 1. Dafio y remodelacion cardiaca ........ccceeeeiieecrinniienireeerencreeernsereeernserennsrnsssenssnnns 2
Fig. 2. Induccidon de daino miocardico con isoproterenol via receptores B-AR. ............. 6
Fig. 3. Sintesis de la melatonina a partir del aminoacido triptéfano. ..........cccceeuenue.nee. 9
Fig. 4. Mecanismos de accion y principales acciones de la melatonina. ....................... 11
Fig.5. Cortes longitudinales de corazoin .........ccceeeeerieiieirieiirecreecnrcreeereeerennernessennsnnns 19

Fig. 6. Cuantificacidon de las fibras de colagena en los cortes longitudinales de

(o) =00 11 W [0 = 1 (o ] 1 PR 21

Fig. 7. Localizacion de los infiltrados celulares en los cortes longitudinales de

COrazoN de ratON. .....cciiiieeeiiiiiineiiiiiienietireaeiistrensssestressssssstesssssssssnnssssssesnnsssssssnnssssnns 22
Fig. 8. Nitrotirosina como indicador de estrés oxidante. .......ccceeeerreeereerrencrencrencrennnnn. 23

Fig. 9. Cuantificacion del area positiva a nitrotirosina (3-NT) en cortes

longitudinales de corazin de ratln. ........cccciieeiiiieiiiiiiiiccnrccrreee e reneeerenneesennnens 25

Fig. 10. Efecto de la melatonina sobre la relacion peso ventricular/peso

(oo 4 « Lo ¢ | PR TRt 26
Fig. 11. Distribucion de las fibras de colagena a lo largo del corazon. ..........ccccccueuue..nee. 27
Fig. 12. Efecto de la melatonina sobre el porcentaje de fibras de colagena. ................ 30
Fig. 13. Efecto de la melatonina sobre los infiltrados celulares. .......ccccevveeerveerenrennenee. 31

Fig. 14. Efecto de la melatonina sobre la proporcion de area positiva a
LT Ao 1] o 1] 3 - T 32
Fig. 15. Panel comparativo entre los grupos control, SS/ISO, MEL/SS y MEL/ISO. ........ 33
Fig. 16. Efecto de un antioxidante y un antiinflamatorio en comparacion con la
melatonina sobre la relacion peso ventricular/peso corporal. ......ccccceeeeeeerrrereeennnnnennn. 34
Fig. 17. Efecto de un antioxidante y un antiinflamatorio en comparacion con la

melatonina sobre las fibras de colagena. ......ccoiveiiiiiiiiiiiiircrrcrrrcrre e 35



Fig. 18. Efecto de un antioxidante y un antiinflamatorio en comparacion con la
melatonina sobre los infiltrados celulares. .........ccceeuviiiiiiiiniiiiiiciiini. 36
Fig. 19. Efecto de un antioxidante y un antiinflamatorio en comparacion con la
melatonina sobre el porcentaje de area positiva @ 3-NT. ....ccccreeirreiireirreireecreenerenerennes 37
Fig. 20. Efecto de la melatonina sobre el dafo miocardico inducido con

administraciones repetidas de isoproterenol.........cccccceereireeiireireeiirererecereereesernerenne. 48

Tabla 1. Detalles de 10S tratamientos. ....ccceieeieieireieirereirereeeireeesreressesesseressssesassesassssenes 18



Efecto de la melatonina sobre el dano miocardico en ratones tratados con

isoproterenol

Resumen. Posterior al dano miocardico, se inicia la remodelacidn cardiaca, que junto con
eventos posteriores de dafio, puede ocasionar insuficiencia cardiaca y la muerte. La
melatonina (MEL) es una indolamina considerada como hormona, vitamina, antioxidante,
inmunomudulador y como potencial cardioprotector. El propdsito del presente trabajo fue
conocer el efecto del pre-co-tratamiento con MEL sobre los cambios estructurales, la
respuesta inflamatoria general y el estrés oxidante asociados al dafio miocardico inducido con
administraciones repetidas de isoproterenol (ISO) en ratén. Asi como del pre-co-tratamiento
con N-acetilcisteina (NAC), un precursor del glutatidon en su forma reducida (GSH), y aspirina
(ASA), un antiinflamatorio. Se administr6 MEL (5 pg/g/dia), NAC (150 pg/g/dia) o ASA (50
ug/g/dia) durante 3 dias, seguido de su coadministracién con ISO (5 pg/g/dia, 7 dias). Se
evalud hipertrofia ventricular (HV), fibras de coldgena (FC)), infiltrados celulares (IC) y
nitrotirosina (3-NT). El pre-co-tratamiento con MEL no modificé el efecto del ISO sobre la HV,
mientras que la proporcién de FC (75.50+£0.47%), IC (61.87+£2.45%) y 3-NT (75.50+0.70%)
resultd menor a las del grupo tratado solo con ISO, respectivamente. Al igual que la MEL,
ninguno de los pre-co-tratamientos con NAC o ASA revirtié la HV. Los demds parametros
presentaron niveles equiparables a los obtenidos con el pre-co-tratamiento con MEL, excepto
en la proporcion de FC, que fue mads alta con la ASA respecto a MEL y NAC. Nuestros
resultados indican que la MEL tiene un efecto cardioprotector ante las administraciones
repetidas de ISO en ratdn al intervenir en tres procesos asociados al dafio miocardico: fibrosis,
inflamacion y el dafio a proteinas por el estrés oxidante/nitrosante. Los resultados con MEL y
NAC sugieren que el mecanismo responsable de la cardioproteccidon esta relacionado con sus

propiedades antioxidantes, probablemente al aumentar la sintesis de GSH.



Effect of melatonin on the heart damage of mice treated with

isoproterenol

Abstract. When cardiac muscle is damaged, a process of cardiac remodeling begins, which,
along with following events of damage, can lead to a heart failure and the death. Melatonin
(MEL) is an indolamine considered as a hormone, a vitamine, an inmmonomodulator, and is
proposed as a cardioprotector. The aim of this study was to evalute the effect of the pre-co-
treatment with MEL on structural changes, general inflammatory response and oxidative
stress associated to heart damage induced by repetitive administration of isoproterenol (I1SO)
in mice. As well as the efects of pre-co-treatment with N-acetylcysteine (NAC), a glutathione
(GSH) precursor, and aspirin (ASA), an antiinflamatory. MEL (5 pg/g/day), NAC (150 pg/g/day)
or ASA (50 pg/g/day) were given for 3 days, followed by it coadmistration with 1SO (5
ug/g/day, 7 days). Ventricular hypertrophy (VH), collagen fibers (CF), cell infiltrates (Cl) and
nitrotyrosine (3-NT) were evaluated. Pre-co-treatment with MEL did not midified the efect of
ISO on VH, meanwhile CF (75.50+0.47%), Cl (61.87+2.45%) and 3-NT (75.50+0.70%) were
lower to those of the group treated only with ISO, respectively. As MEL, non of the pre-co-
treatments with NAC or ASA reversed HV. Except for the CF, the other parameters showed
similar values to those observed with the pre-co-treatment with the MEL. The proportion of
CF was higher with ASA, than with MEL or NAC. Our results show that MEL behaves as a
cardioprotector against the repetitive administrations of ISO in mice. It modifies at least three
preocesses associated to heart damage: fibrosis, inflammation and damage to proteins due to
oxidative/nitrosative stress. Our results with MEL and NAC suggest that the mechanism
responsable of the cardioprotection with MEL is related to its antioxidant propierties,

probably by increasing GSH synthesis.



Efecto de la melatonina sobre el dafno miocardico en ratones tratados con

isoproterenol

1. ANTECEDENTES TEORICOS.

1.1. Dano Miocardico.

El sistema cardiovascular realiza sus funciones de manera controlada mediante la regulacién
local y sistémica (nerviosa y enddcrina) de dos componentes generales: el corazén y los vasos
sanguineos. El corazdn tiene la funcion de bombear la sangre con la fuerza y la frecuencia
necesaria para irrigar de manera adecuada a los 6rganos y los tejidos acorde a sus demandas
metabdlicas. En tanto que, a través de la red de vasos se provee a los tejidos y las células,
incluidas las del propio corazén, niveles apropiados de nutrientes, gases respiratorios (p. e;j.
oxigeno), hormonas y metabolitos (Klaassen y Watkins, 2005). Sin embargo, cuando el flujo
sanguineo hacia el corazén disminuye o el aporte de oxigeno no corresponde con la demanda
por parte de las células miocdrdicas, entonces se induce un dano progresivo; el cual puede ir
desde una isquemia hasta un infarto (de Micheli y Chavez, 2003). Como consecuencia del
daino se producen alteraciones estructurales, metabdlicas, y eléctricas relacionadas con el
proceso de remodelacién cardiaca (Frangogiannis, 2008; Heineke y Molkentin, 2006; Zornoff y
cols., 2007), las cuales eventualmente pueden llevar a una insuficiencia cardiaca y a la falla de

otros organos (Fig. 1).
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Fig. 1. Dafio y remodelacién cardiaca. Como consecuencia del dafio al tejido cardiaco se
presenta un proceso de remodelacién cardiaca, caracterizado por cambios en la estructura,
funcién y metabolismo del corazén. Estos cambios, a largo plazo, generan alteraciones en otros
6rganos, lo que genera mas estrés y dano al corazén. Eventualmente se termina con una
insuficiencia cardiaca y, potencialmente, la muerte del organismo.

Respecto a las alteraciones estructurales, se presentan cambios en la geometria del
ventriculo, como son desarrollo de hipertrofia ventricular (Ennis y col., 2003; Rosa y col., 2005;

Zhang y col., 2008), deterioro de la contractilidad del tejido, y llenado inadecuado de las



camaras. De la misma manera, hay cambios en su composicidn, ya que hay una acumulacion
de las fibras de colagena en el tejido producto de la estimulacion de fibroblastos, el aumento
de la sintesis de coldgena y la disminucion de su degradacién (Diez y cols., 2001).
Adicionalmente se presentan células de la respuesta inmune, debido a la activacién de una
respuesta inflamatoria local de fase aguda que tiende a generalizarse con la acumulaciéon de
células polimorfonucleares y macréfagos en el lugar de la lesion miocardica, junto con la
activacion de citocinas pro y antiinflamatorias (Bodi y cols., 2008; Frangogiannis, 2008; Ren y

cols., 2003).

Ademads de esta respuesta inflamatoria, se genera un estado de estrés oxidante que daia
tanto a las proteinas celulares como a la membrana, lo que altera la funcién cardiaca, y
eventualmente provoca la muerte del tejido. El estrés oxidante también puede influir sobre el
remodelado de la matriz extracelular. Todos estos efectos dependen de las concentraciones
de especies reactivas de oxigeno, de su ubicacion y, en general, del balance pro-/anti-oxidante

de la célula (Byrne y cols., 2003).

La busqueda de los cambios asociados al daifo miocardico, se ha facilitado con el uso de
modelos animales. Entre los mecanismos empleados para generar las lesiones miocdardicas se
encuentran principalmente los quirurgicos (Fabritz y cols., 2004; Sakaguchi y cols., 2003;
Wang y cols., 2006), y los farmacoldgicos (Buermans y cols., 2006; Diaz-Mufioz y cols., 2006;
Zhu y cols., 2008), y con menor frecuencia las criolesiones (Jensen y cols., 1987). Otra opcién
para estudiar el dafio miocardico es el empleo de animales modificados genéticamente o los
que presentan alteraciones cardiovasculares de manera natural (Babu y Periasamy, 2005;
Dillmann, 1999; Gallegos y cols., 2004; Shiomi y cols., 2003; Van Vleet y Ferrans, 1986). Entre
los métodos quirurgicos y los farmacolégicos, los primeros tienen la desventaja de ser
invasivos, lo que aumenta el indice de mortalidad como producto de la cirugia y no del
tratamiento, ademds de que su empleo en especies pequefias requiere de equipamiento mas
especializado y son poco Utiles para las evaluaciones de dafio crénico (Klocke y cols., 2007;
Muders y Elsner, 2000). Por el contrario, el uso de métodos farmacoldgicos en el animal

3



integro disminuye el indice de mortalidad (Balazs y Ferrans, 1978; Klaassen y Watkins, 2005).
Algunos de los agentes cardiotdxicos que se han empleado son la doxorubicina (DOX) (Astra y
cols., 2003; Delgado y cols., 2004; Dodd y cols., 1993; Zhu y cols., 2008), la monocrotalina
(Buermans y cols., 2006; Dalla y cols., 2005), el carazolol (Petzold y cols., 1999), el veneno de
abeja africanizada (Ferreira y cols., 1995) y el isoproterenol (1ISO) (Benjamin y cols., 1989; Diaz-
Muioz y cols., 2006; Kahn y cols., 1969; Kung y Blau, 1978; Noronha-Dutra y cols., 1984;
Pinelli y cols., 2004; Rona y cols., 1949; Rona y cols., 1959; Saroff y Wexler, 1970; Wexler y
Kittinger, 1963).

1.1.1. Induccion de dano miocardico con Isoproterenol.

El isoproterenol o isoprenalina es una catecolamina simpaticomimética que presenta una
estructura quimica similar a la adrenalina, la cual actua casi exclusivamente en los receptores
B-adrenérgicos del corazén, del musculo bronquial, del musculo esquelético y del tracto
alimentario (SAOB, 2006), y genera lesiones semejantes a las producidas por un infarto al

miocardio o un proceso isquémico.

Los primeros reportes que dan a conocer la induccidn de necrosis en miocardio con el
isoproterenol son los de Rona y cols. (1959) y Kahn y cols. (1969). Estudios posteriores
pusieron en evidencia los efectos del isoproterenol relacionados al daio miocardico. Diaz-
Mufioz y cols. (2006) clasificaron en 3 etapas la lesién generada por la administracién de
isoproterenol (67 mg/kg, s.c., 1 administracion) en ratas: el preinfarto (las primeras 12 horas
después de la administracion de isoproterenol), el infarto (12-24 horas posteriores a la
administracion), y el postinfarto (24 horas en adelante). Algunos de los efectos observados
con la administracion de este farmaco incluyen cambios en la frecuencia cardiaca (Rona y
cols., 1959), la presién arterial (Rona y cols., 1959), el suplemento de oxigeno en el tejido y
disnea. A nivel histoldgico, se observan alteraciones en el arreglo de las fibras miocardicas

(Kahn y cols., 1969; Pinelli y cols., 2004), necrosis focal (Benjamin y cols., 1989; Kahn y cols.,



1969; Kung y Blau, 1978, Kahn y cols., 1969; Pinelli y cols., 2004; Saroff y Wexler, 1970),
proliferacion de fibroblastos (Kahn y cols., 1969), acumulaciéon de tejido conectivo (Benjamin y
cols., 1989), inflamacion extensiva e infiltracién de leucocitos polimorfonucleares (Kahn y
cols., 1969; Noronha-Dutra y cols., 1984). A nivel bioquimico se ha demostrado la presencia
de enzimas marcadoras de un infarto como la lactato deshidrogenasa (Wexler y Kittinger,

1963), la mioglobina (Pinelli y cols., 2004) y la troponina cardiaca | (Pinelli y cols., 2004).

1.1.2. Mecanismos de accion del isoproterenol.

Los mecanismos sugeridos mediante los cuales el isoproterenol genera una lesién cardiaca
incluyen la activacion de receptores beta adrenérgicos, principalmente los B1 y los B2 (Balazs
y Ferrans, 1978; Brum y cols., 2006; Cano-Martinez, y cols., 2004; El-Demerdash y cols., 2005;
Xiao y cols., 2004) o la via del estrés oxidante (Diaz-Mufioz y cols., 2006; Eisenhofer y cols.,
2004; El-Demerdash y cols., 2005; Gauthaman y cols., 2006; Persoon-Rothert y cols., 1989;
Rathore y cols., 1998; Zhang y cols., 2005), sin descartar la posibilidad de que no sean

mutuamente excluyentes.

Los receptores B-adrenérgicos son receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y se han
localizado principalmente en el corazén, pero también se pueden encontrar en menor medida
en el pulmdén y en el tejido adiposo (Sanz-Rosa, 2011). Se conocen diferentes subtipos de
receptores B-adrenérgicos (B-AR): B1, B2 y B3. Los B1 y los B2 son los mejor caracterizados y
se encuentran en una relaciéon 3:1 en el corazén de los mamiferos (Dent y cols., 2008; Xiao y
cols., 2006). Dentro del corazén, los B2 se localizan principalmente en las células endoteliales,
los fibroblastos y las células del musculo liso (Dent y cols., 2008). Su estimulacion activa la via
de sefializacién de la adenilciclasa, en la cual se forma AMPc a partir de ATP. El incremento en
AMPc activa a la PKA, lo que lleva a la fosforilacidon de los canales de calcio en la membrana
celular permitiendo la entrada de calcio a la célula. Esto a su vez activa la liberacion de calcio

desde el reticulo sarcopldsmico al citoplasma, incrementando la contraccién celular (Fig. 2).



Igualmente se conoce que la activacion de proteinas Gs usualmente incrementa la frecuencia
cardiaca (Xiao y cols., 2006). Este aumento implica una mayor demanda de oxigeno, la cual
eventualmente no puede ser aportada, lo que provoca hipoxia, que a la vez puede conducir al

dafio del tejido.
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Fig. 2. Induccién de dafio miocardico con isoproterenol via receptores B-AR. El isoproterenol
estimula la activacion de los receptores B-AR, lo que activa la via de sefializacion de la
adenilciclasa, en la cual se forma AMPc a partir de ATP. El incremento en AMPc activa a la PKA,
lo que lleva a la fosforilacién de los canales de calcio en la membrana celular permitiendo la
entrada de calcio a la célula. Esto a su vez activa la liberacion de calcio desde el reticulo
sarcoplasmico al citoplamas, incrementando la contraccién celular. Modificado de Shenoy y
Rockman, 2011.



El receptor B3 es el menos caracterizado y estd expresado altamente en tejido adiposo. Es
inductor de la lipdlisis o termogénesis por acoplamiento, principalmente, a la proteina Gs,
aunque también se ha localizado en el corazén. Presentan menor afinidad por las
catecolaminas comparado con los otros B-AR, y una relativa resistencia a la desensibilizacion y
a la regulacién negativa, por lo que se propone que una de las funciones de los B3 es
mantener la sefalizacion durante periodos de estimulacion sostenida con catecolaminas

(Gauthier y Rozec, 2006).

El dafo miocardico inducido via estrés oxidante esta relacionado con el aumento en la
produccién de moléculas oxidantes y la disminucidon de mecanismos de defensa antioxidantes,
ya sean enzimas o metabolitos, siendo el mas importante el glutation en su forma reducida
(Elahi y cols., 2009). En la actualidad se reconocen 2 grupos de moléculas oxidantes, las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas nitrosantes (RNS). Algunas ROS
son el anién superéxido, el radical hidroxilo, el peréxido de hidrégeno y el ozono. Estos se
producen tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas, aunque en este ultimo caso, las
ROS estdn aumentadas. En el corazdn, las fuentes de ROS son la mitocondria, las xantinas
oxidasas y las NADPH oxidasas (Giraldo, 2010). Ejemplos de la RNS son el éxido nitrico, el
didxido de nitrégeno, el peroxinitrito y el alquilperoxinitrito, siendo de los mas importantes el
peroxinitrito por la extrema reactividad que presenta; y el éxido nitrico, ya que a partir de
éste se generan reacciones en cadena con produccion de especies reactivas secundarias. La
principal fuente de RNS es el desacoplamiento de la sintasa de dxido nitrico (NOS). En ambos
casos, tanto las ROS como las RNS se pueden unir a toda clase de moléculas bioldgicas,
incluyendo lipidos, proteinas y acidos nucleicos, afectando la estructura y la viabilidad celular
(Elahi y cols., 2009; Ogino y Wang, 2007; Pacher y cols., 2005). Adema3s, las especies reactivas
pueden interferir en distintas vias de sefializacion, que pueden favorecer, como es en el caso
del corazén, la hipertrofia ventricular (Maulik y Kumar, 2012), la fibrosis (Aragno y cols., 2008;
Zhao y cols., 2008), la muerte celular (Guan y cols, 2004; Inserte y cols., 2000; Kajstura y cols.,

1996) vy la inflamacién (Sun y cols., 2002). En el caso de isoproterenol, se sabe que su



autooxidacion produce quinonas, las cuales pueden reaccionar con el oxigeno generando dos
especies reactivas: anion superdxido y perdéxido de hidrégeno. Ademas, durante las

reacciones de oxidacion se generan distintas ROS (Aman y cols., 2011).

El funcionamiento adecuado del sistema cardiovascular es necesario para mantener la
homeostasis de otros sistemas. Por consecuencia, cuando se presenta una anomalia extensa
en el sistema cardiovascular, es probable que, a largo plazo, otros drganos comiencen a fallar,
incrementando las posibilidades de deceso de dicho organismo. El que estos efectos
secundarios lleguen a ser deletéreos, ha fomentado la busqueda de agentes que amortiglien
el dafio miocdrdico o que lo reviertan. Una de las terapias frecuentemente empleadas
corresponde al uso de antiinflamatorios, como la aspirina (Massie, 2005). Sin embargo, en los
ultimos afios han adquirido mayor atencidon aquellas con un potencial efecto antioxidante;
entre las cuales estan las vitaminas, los B-carotenos, los compuestos polifendlicos, los
extractos de plantas, la N-acetilcisteina (Das y cols., 2005; Gross y cols., 2005; Potenza y cols.,

2007; Gupta y cols., 2004) y la melatonina (Chen y cols., 2003).

1.2. Melatonina: Caracteristicas y metabolismo.

La melatonina es una indolamina sintetizada a partir del aminoacido triptéfano. Este
aminodcido es inicialmente hidroxilado y posteriormente descarboxilado produciendo Ia
serotonina (via N-acetil transferasa). Las metilaciones subsecuentes de la serotonina (via
hidroxiindol-O-metiltransferasa, HIOMT) llevan a la formacién de melatonina (Fig. 3). Los
factores limitantes en su sintesis son la biodisponibilidad del triptéfano, ya que ésta disminuye
al presentarse una deplecién aguda de triptéfano (Zimmermann y cols., 1993); la ausencia de
factores nutricionales como folatos (Fournier y cols., 2002) y vitamina B6 (Luboshitzky y cols.,

2002); asi como la actividad de la enzima HIOMT.
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Fig. 3. Sintesis de la melatonina a partir del aminodcido triptéfano. NAT: N-acetil transferasa;
HIOMT: hidroxiindol-O-metiltransferasa. Modificado de Fernandez-Mara vy cols., 2012.



Una vez sintetizada, la melatonina es secretada primordialmente por la glandula pineal y
liberada a la circulacién, donde tiene acceso a varios fluidos, tejidos y compartimentos
celulares (Chattoraj y cols., 2009). La melatonina presenta una vida media de
aproximadamente 20-30 min en plasma. Se metaboliza rapidamente en el higado por accién
del citocromo P450; produciendo 6-hidroximelatonina que, a su vez, es conjugada a derivados
sulfatados y glucuronizados. Estos conjugados se eliminan en forma de 6-sulfatoximelatonina
(Chattoraj y cols., 2009). Aunque recientemente se ha demostrado que una parte de la 6-
sulfatoximelatonina se produce en o&rganos extrahepaticos, como intestino, liquido
cefalorraquideo y piel. Otros metabolitos de la melatonina son la 6-hidroximelatonina, 3-
hidroximelatonina ciclica, N1-acetil-N2-formil-5-metoxicinuramina (AFMK) y N-acetil-5-

metoxicinuramina (AMK), todos con actividad antioxidante (Tan y cols., 2007).

Recientemente se ha observado que existen otros tejidos y érganos con la capacidad de
sintetizar melatonina, entre los que se encuentran la retina, el cerebro, el timo, la médula
Osea, el intestino, los ovarios, el testiculo, la piel y los linfocitos (Carrillo-Vico y cols., 2004;
Conti y cols., 2000; Jimenez-Jorge vy cols., 2007; luvone y cols., 1999; Naranjo y cols., 2007).
Sin embargo, esta melatonina extrapineal no parece contribuir a la concentracién de la
melatonina pineal en la circulacidn, ya que la pinealectomia reduce de manera significativa los
niveles de melatonina circulante (Tan y cols., 2003). Una posible explicacion es que la
melatonina producida localmente por otros érganos podria ayudarles a enfrentar situaciones
de alto estrés (Tan y cols., 2003). Ademas, se sugiere que, por lo menos en rata, parte de esta
melatonina extrapineal puede estar unida a proteinas de unién a melatonina como un

mecanismo de almacenamiento (Lahiri y cols., 1999).
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1.2.1. Mecanismos de accion y funcion de la melatonina.

La melatonina se caracteriza por ser altamente lipofilica, lo que le permite penetrar a la célula
y actuar dentro de ésta como un agente antioxidante al secuestrar radicales libres (Chattoraj y
cols., 2009). Adicionalmente puede unirse a receptores de membrana o nucleares para ejercer
su funcién (Claustra y cols., 2005), o a proteinas como la PKC (Anton-Tay y cols., 1998) y la
calmodulina (Benitez-King y cols., 1993). Ademds se han propuesto sitios de unién en la

mitocondria (Hardeland y Poeggeler, 2007) (Fig. 4).
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Fig. 4. Mecanismos de acciéon y principales acciones de la melatonina.

De manera general, los mecanismos de accion de la melatonina pueden dividirse en dos: los
gue estan mediados por su unidn a receptores, ya sean de membrana o nucleares, y los

independientes del receptor, como es su actividad antioxidante.

Los receptores de membrana mas ampliamente descritos son los MT1 y los MT2, los cuales
forman parte de los receptores de membrana acoplados a proteinas G (GPCR) (Dubocovich,
1995; Reppert y cols., 1994; Von Gall y cols., 2002). Los receptores MT1 se han evaluado en

diferentes regiones del cerebro (pituitaria, nldcleo supraquiasmatico) (Morgan y cols., 1994;
11



Liu y cols., 1997) y en tejidos periféricos como el higado, el rifidn, el pulmén, el corazdn, las
arterias coronarias y la aorta (Ekmekcioglu y cols., 2003; Naji y cols., 2004; Pang y cols., 1993);
y se han asociado a segundos mensajeros como el AMPc (decremento) (Capsoni y cols., 1994;
Reppert y cols., 1996), la fosfolipasa C (activacién) (Brydon y cols., 1999) y los canales Kir
(activacidon) (Nelson y cols., 1996). Los receptores MT2 estan altamente expresados en la
retina (Wiechmann y cols., 1999), el tejido adiposo (Brydon y cols., 2001), el cerebro, el

corazon y el pulmén (Naji y cols., 2004).

En cuanto a los receptores nucleares, éstos pertenecen a la subfamilia de receptores
huérfanos RZR/ROR, y se han encontrado en tejido periférico, especialmente en higado y

musculo (Forman y cols., 1994; Jetten y cols., 2001; Becker-Andre y cols., 1993).

Esta amplia gama en cuanto a vias de senalizacion, hace que a la melatonina se le asocie con
muchas funciones de diferentes tipos y en distinto érganos. Su principal funcién es la de
coordinar los ritmos circadianos, asi como los cambios estacionales asociados a la fisiologia de
los vertebrados, como es la reproduccién (Reiter, 1991). Igualmente, se le asocia con procesos
del suefio (Kalonia y Kumar, 2007), regulacion de la temperatura corporal (Guerrero y Reiter,
2002), envejecimiento (Bubenik, 2011), respuesta inmune (Raghavendra y cols., 2000) y

desarrollo del sistema dseo (Bubenik, 2011; Reiter y cols., 2007).

Asimismo se sabe que la melatonina, al igual que sus metabolitos, es un potente agente
antioxidante. Esto se relaciona con: a) su capacidad para remover directamente especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, asi como para actuar de manera sinérgica con otros
antioxidantes, como son las vitaminas A y C (Gitto y cols., 2001; Lépez-Burillo, 2003); b) su
capacidad de regular de manera indirecta, probablemente via receptores, a enzimas
antioxidantes (alta) como la superdxido dismutasa, glutatidon peroxidasa, glutatiéon reductasa,

catalasa; y a enzimas prooxidantes (baja) (Tan y cols., 2007).
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1.2.2. Melatonina vy el sistema cardiovascular.

Respecto a la melatonina y el sistema cardiovascular, estudios epidemiolégicos muestran una
relacion entre la concentracion sérica de melatonina y los procesos fisioldgicos o patoldgicos
cardiovasculares. Mas aun, la ciclicidad en la secrecion de melatonina parece participar en
procesos asociados a patofisiologias cardiacas como la inflamacidn, la hipertension y el estrés
oxidante (Dominguez-Rodriguez y cols., 2010). Algunos de los estudios que se han realizado
para analizar el comportamiento de la melatonina son los de Brugger y cols. (1995), quienes
evaluaron los niveles de melatonina nocturnos de pacientes con enfermedades coronarias del
corazoén, y encontraron que los niveles de melatonina eran menores en los pacientes que en
los individuos sanos. Resultados similares fueron encontrados por Dominguez-Rodriguez y
cols. (2002, 2005), quienes evaluaron los niveles de melatonina nocturna en pacientes con
infarto agudo al miocardio, o por Sakotnik y cols. (1999) y Yaprak y cols. (2003), quienes
trabajaron con pacientes con enfermedades coronarias arteriales. Igualmente se conoce que
los niveles de melatonina suelen disminuir con la edad, sin embargo, esta disminucién es aun
mas marcada cuando las personas presentan enfermedades relacionadas con el
envejecimiento, incluidas las cardiovasculares (Sakotnik y cols., 1999; Dominguez-Rodriguez y

cols., 2002).

De manera similar, en diversos modelos animales de dafio miocdardico, se ha encontrando que
la melatonina, por lo general, atenda el dafio a diferentes niveles. Acikel y cols. (2003)
encontraron que la melatonina (10 mg/Kg/dia, i.p, 2 dias) reduce significativamente los
valores de troponinas cardiacas asi como cambios histolégicos (degeneracién de miofibrillas)
inducidos con isoproterenol en rata. En tanto, Patel y cols. (2010), al evaluar la histologia, asi
como marcadores asociados a lesidén cardiaca y elevacion del segmento ST en rata hallaron
que la melatonina (10 mg/Kg/dia, i.p, 7 dias) atenud la mayoria de los cambios inducidos por

el isoproterenol.
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En ratas con dafio cardiaco inducido por isquemia/reperfusion, Chen vy cols. (2009)
encontraron que la melatonina (tratamiento agudo, 150 mg/kg 30 min previo dafo, 1
administracion) disminuye los niveles de la enzima lactato deshidrogenasa y del area de la
zona infartada. En ese mismo afio, Petrosillo y cols. (2009) asociaron la administracion de la
melatonina in vitro (tratamiento agudo, 50 uM perfundido por 15 min previo dafio) con una
disminucion de lactato deshidrogenasa, una mayor resistencia de las mitocondrias al calcio y
la prevencion de la salida de citocromo ¢ mitocondrial. Todos estos estudios sugieren que el
efecto cardioprotector de la melatonina se debe a sus propiedades antioxidantes. Sin
embargo, trabajos como el de Ozturk y cols. (2011), quienes encontraron que la reduccion del
daifno miocardico inducido con DOX es similar sin importar que se emplee como protector a un
potente eliminador de peroxinitritos, un inhibidor selectivo de la sintasa de éxido nitrico
(iINOS) o a la melatonina, indican que las propiedades antioxidantes de la melatonina no son

necesariamente las que proporcionan sus potenciales efectos protectores.

Por otra parte, cuando un infarto al miocardio ocurre, se activan mecanismos compensatorios
gue promueven la supervivencia del organismo, aun si es a corto plazo. Sin embargo, estos
mecanismos pueden ser muy variables, lo que puede exacerbar el dafio o modificar la
respuesta esperada. Esta complejidad hace importante y necesario el estudio de los
mecanismos de accién de cualquier compuesto que se proponga emplear con un ser vivo, tal y

como ocurre con cualquier potencial cardioprotector, como podria ser la melatonina.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Se conoce que la administracién de isoproterenol origina cambios en la estructura, la
composicion y el metabolismo del tejido cardiaco muy similares a los observados durante un
infarto al miocardio; asi como que la melatonina tiene un efecto cardioprotector
principalmente asociado a sus propiedades antioxidantes cuando el dafio miocardico es
inducido por eventos agudos. Sin embargo, no existe informacion relacionada con el efecto
protector de la melatonina cuando el dafio miocardico es inducido con administraciones
repetidas de isoproterenol en ratdn, ni sobre la via mediante la cual la melatonina podria
ejercer su efecto cardioprotector en tales condiciones. Por lo que es necesario continuar
estudiando este proceso, especialmente cuando en la actualidad existen muchos compuestos,
entre ellos la melatonina, que, por el simple hecho de ser considerados como antioxidantes,
se estan proponiendo como cardioprotectores, sin tomar en cuenta la condicidn fisioldgica del
organismo o el factor desencadenante de tal enfermedad, o en nuestro caso, del dafio

cardiaco.

3. HIPOTESIS.

Si el dafio miocardico inducido con administraciones repetidas de isoproterenol en ratones
involucra la participacion de radicales libres y la melatonina tiene efectos antioxidantes
asociados a la cardioproteccion, entonces al inducir dafio miocardico con isoproterenol en
presencia de melatonina se evitara o atenuara el dafio estructural tanto como el estrés
oxidante. Asi mismo, si el efecto de la melatonina es consecuencia principalmente de sus
propiedades antioxidantes, entonces sus efectos seran semejantes a los producidos por la N-
acetilcisteina, un precursor endégeno de una de las enzimas antioxidantes mas importante

(GSH), y distintos a los de la aspirina, considerada como un antiinflamatorio.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general.

Evaluar el efecto de la melatonina sobre el dafio miocardico inducido con administraciones

repetidas de isoproterenol en ratén.

4.2. Objetivos particulares.

a) Evaluar los cambios estructurales (indice de hipertrofia ventricular y proporcién de fibras de
colagena), la respuesta inflamatoria general (niveles de infiltrados celulares) y el estrés
oxidante (niveles de nitrotirosina) asociados al dafio en tejido miocardico inducido con la

administracion de isoproterenol en ratones con y sin el pre-co-tratamiento con melatonina.

b) Evaluar los cambios estructurales (indice de hipertrofia ventricular y proporcién de fibras
de coldgena), la respuesta inflamatoria general (niveles de infiltrados celulares) y el estrés
oxidante (niveles de nitrotirosina) asociados al dafio en tejido miocdrdico inducido con la
administracion de isoproterenol en ratones con y sin el pre-co-tratamiento con N-

acetilcisteina o aspirina.

5. MATERIALES Y METODOS.
5.1 Animales.

Se emplearon ratones Balb/c macho de 2 meses de edad (n=5 por grupo). Los animales se

mantuvieron con un periodo luz:oscuridad de 12:12, con alimento y agua ad libitum.

5.2. Inducciéon de daifio miocardico.

El grupo experimental con dafio (SS/ISO) consistid en animales tratados con solucion salina

(SS) por 3 dias, seguido de 7 administraciones de isoproterenol (5.0 pg/g/dia). Cada
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administracion se realizé via subcutanea con un volumen total por administracion de 100
ul/25 g de ratén. El grupo control recibié un volumen equivalente de SS. Los ratones se
sacrificaron veinticuatro hrs. después de la Ultima administracidon de ISO o SS. La dosis elegida
para inducir el dafo se selecciond en base a experimentos hechos previamente en el

laboratorio, donde se determind que esta dosis es suficiente para generar dafio miocardico.

5.3. Tratamientos con melatonina, N-acetilcisteina o aspirina.

Los ratones recibieron un pre-tratamiento durante 3 dias con melatonina (MEL) (Aydemir y
cols., 2010; Lee y cols., 2002), N-acetilcisteina (NAC) (pH 7) (Mei y cols., 2009) o aspirina (ASA)
(pH 7) (Jun-Yun y cols., 2010), seguido de la co-administracion de I1SO (5.0 pg/g/dia), por 7 dias
para cada caso (grupos MEL/ISO, NAC/ISO o ASA/ISO respectivamente). Las administraciones
se realizaron a la misma hora (9:00-10:00 am), via subcutanea y aplicando un volumen total
de 100 pl de cada solucién por cada 25 g de ratédn. También se incluyeron ratones tratados
Unicamente con la indolamina, el antioxidante o el antiinflamatorio. En la tabla 1 se muestran

los detalles de cada uno de los tratamientos.

5.4. Evaluacion de hipertrofia ventricular.

Veinticuatro horas después de la ultima inyeccion, los ratones fueron pesados y sacrificados.
Se removié el corazén, se lavé con PBS (pH 7.4 con glucosa al 0.1%), se removieron las
auriculas y se obtuvo el peso ventricular. Con el peso corporal y el ventricular se calculd la
proporcion del segundo respecto al primero como un criterio general de hipertrofia

ventricular (Ennis y col., 2003; Rosa y col., 2005; Zhang y col., 2008).
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Tabla 1. Detalles de los tratamientos. SS=solucién salina, MEL=melatonina,
NAC=n-acetilcisteina, I1SO=isoproterenol

Grupo experimental | Agente quimico Dosis Duracion
Grupo | sS | e Dia 1-10
(Control)

Grupo Il MEL 5.0 ug/g/dia Dia 1-10
(MEL)

Grupo llI NAC 150 pg/g/dia Dia 1-10
(NAC)

Grupo IV ASA 50 pg/g/dia Dia 1-10
(ASA)

Grupo V ISO 5 ug/g/dia SS: dia 1-3
(1SO) ISO: dia 4-10

Grupo VI MEL/ISO MEL: 5.0 pug/g/dia ME: dia 1-3

(MEL/ISO) 1SO: 5.0 pg/g/dia ME+ISO: dia 4-10

Grupo VI NAC/ISO NAC: 150 pg/g/dia NAC: dia 1-3

(NAC/ISO) 1SO: 5.0 pg/g/dia NAC+ISO: dia 4-10

Grupo VIII ASA/ISO ASA: 50 pg/g/dia ASA: dia 1-3

(ASA/ISO) 1SO: 5.0 pg/g/dia ASA+ISO: dia 4-10

5.5. Procesamiento del tejido.

Una vez que el ventriculo se pesd, se procedié a fijarlo con paraformaldehido (PFA) al 4% por
24 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo, se lavaron los tejidos con PBS y se conservaron en
PBS con azida sédica al 0.02% a 4°C hasta su uso. Veinticuatro horas previas a realizar el corte
del ventriculo, el tejido se deposité en solucién de sacarosa al 30% a 4°C. Cada corazdn se
embebid en resina “Tissue-tek” para realizar cortes longitudinales de por congelacién (10 um,
17 a -20°C). Los cortes longitudinales obtenidos fueron representativos de todo el corazén

(plano ventral-dorsal) y se montaron sobre laminillas gelatinizadas. Por cada corazén se
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obtuvieron 4 series de laminillas. Cada serie constd de 15 laminillas, sobre las cuales se

colocaron 6-8 cortes seriados. Las laminillas se conservaron a 4°C hasta el momento de su uso

(Fig. 5).
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Fig.5. Cortes longitudinales de corazén. A) Corazdn de ratdn orientado longitudinalmente. B)
Imagen representativa de un corte longitudinal. C) Laminillas representativas de cada una de
las series obtenidas, donde en la primera serie se observan cortes a partir de de la pared
ventral del corazén principalmente, en la serie 2 y 3 se observan las cavidades del corazén y
en la serie 4 se presenta la pared dorsal.

5.6. Evaluacion tisular de dafio miocardico.

La evaluacion del dafio miocardico se realizé mediante la tincion Tricromica de Masson en
laminillas con cortes seriados representativos de todo el corazén. Este tipo de tincidon permite
diferenciar las fibras musculares, de las fibras de coldgena, asi como detectar nucleos
celulares en un mismo corte, en funcion de los tres colorantes utilizados en esta técnica. La
fucsina acida-escarlata de Beibrich tifie las fibras musculares (color rojo); el azul de anilina las

fibras de colagena (color azul); y la hematoxilina férrica de Weigert los nucleos (color negro).
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Ademads esta tinciéon puede ser empleada en cortes embebidos en parafina o hechos por

congelacidn, como en este estudio.
El protocolo se describe a continuacion:

Secar las laminillas a temperatura ambiente (TA) por un minimo de 30 min.
Hidratar el tejido en PBS 0.01 M, pH 7.4, a TA por 5 min.

Incubar el tejido en solucion Bouin precalentada a 562 C por 15 minutos.
Enjuagar el tejido en agua destilada.

Teiiir con hematoxilina férrica de Weigert por 5 minutos.

Lavar con agua destilada y virar con solucion de Scott.

Lavar el tejido con agua desionizada.

. Teilir con escarlata de Biebrich y Fucsina acida por 5 minutos.

© 0 N O U AW N e

Lavar en agua desionizada.

10. Colocar los cortes en una mezcla de acidos fosfotingstico y fosfomolibdico, por 5
minutos, lo que origina que las fibras de colagena presenten un color rosa claro.

11. Tedir con azul de anilina por 20 minutos para obtener fibras de coldageno de color azul.
12. Lavar por inmersion el tejido con acido acético al 0.1%.

13. Lavar los cortes con agua destilada.

14. Deshidratar rapidamente con etanol al 95% y con etanol absoluto.

15. Aclarar con xileno rdpidamente y montar.

Dependiendo del numero de laminillas a tefiir, se ocuparon cajas Coplin con un maximo de 18
laminillas por caja o se aplicaron los reactivos directamente sobre éstas con agitacion
constante (75-100 rpm). En aquellos casos donde se ocuparon cajas Coplin, los reactivos se

reutilizaron para un maximo de 10 corridas en un periodo no mayor a 7 dias.
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5.6.1. Fibras de colagena.

La presencia de fibras de colagena se empleo como un indice de fibrosis intersticial. En este
caso, se fotografiaron bajo el microscopio estereoscépico un minimo de 16 cortes seriados
representativos de todo el corazén con la cdmara Motic 2500. Las imagenes se transfirieron y
se analizaron con el procesador de imagenes Motic. Para cuantificar el area con fibras de
colagena, se delimitd el area total del corte correspondiente, asi como el area en color azul,

descartando el area circundante a vasos y la unién ventriculo-auricula (Fig. 6).

Con el propdsito de conocer la distribucion de las fibras de colagena a lo largo de todo el
corazon, se realizé la cuantificacion de las fibras de colagena de cada uno de los cortes de por
lo menos una laminilla de cada serie mediante la relacién (area azul/area total) x 100. Para
realizar los andlisis estadisticos, primero se calculé el porcentaje de 4drea de coldgena ((area
azul/area total) x 100) de cada uno de los cortes presentes en una laminilla representativa de
las series 2 y 3, y posteriormente se realizd el promedio de éstos valores para obtener el

porcentaje de fibras de colagena por corazén.

A\

Fig. 6. Cuantificacion de las fibras de coldgena en los cortes longitudinales de corazén de ratén.
Una vez fotografiados los cortes (a), con ayuda del programa MOTIC se marcaron las areas
ocupadas por las fibras de coldgena (color azul) (b), excluyendo toda aquella marca presente
alrededor de cualquier vaso. De la misma manera se delimitd el area total del tejido para cada
corte (c). Tomando en cuenta el area total del corte y el drea ocupada por las fibras de
colagena, se calculd el porcentaje de fibras de colagena por corte. Posteriormente se calculé el
porcentaje de fibras de coldgena por corazén. Dependiendo del tamafio del corazon, se
evaluaron en total un minimo de 16 cortes representativos de todo el drgano.
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5.6.2 Infiltrados celulares.

La tincidn tricromica de Masén también permite la deteccion de infiltrados celulares. En este

caso, la valoracién se realizé bajo el microscopio a un aumento de 400x (Microscopio Olympus
BX51), y se cuantificaron todos aquellos grupos de infiltrados que estaban integrados por un
minimo de 5 células independientes (color negro, excluyendo a los nucleos de fibras
musculares y de fibroblastos). Cada grupo de 5 células corresponde a una unidad de infiltrado
celular (Fig. 7). Estas unidades fueron cuantificadas a lo largo de todo el corte en diferentes

cortes de cada uno de los tratamientos. Se evaluaron un minimo de 8 cortes/corazén/ratén.

Fig. 7. Localizacién de los infiltrados celulares en los cortes longitudinales de corazén de

raton. En circulo se sefialan algunos grupos de infiltrados celulares.
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5.7. Evaluacidn de estrés oxidante por nitrotirosina.

El daino miocdardico también se evalué mediante la inmunodeteccidn de nitrotirosina (3-NT).
Este compuesto es considerado como un indicador de estrés oxidante, en especifico, de dafio

a las proteinas debido al estrés oxidante (Fig. 8).

ESTRES
™ o%
Superéxido
— TNO
Oxido Nitrico
ONOO~°
Peroxinitrito
— Residuosde
_ tirosina de
& las proteinas
3-nitrotirosina & Nitracién

3-NT

Fig. 8. Nitrotirosina como indicador de estrés oxidante. La nitrotirosina es un producto estable
de la nitracién de los residuos de tirosina de las proteinas mediada por especies reactivas de
nitrégeno. Estas se generan cuando el 6xido nitrico se combina con los radicales superéxido,
debido a una alta produccion de ambos, usualmente durante estados de estrés oxidante alto
(Ogino y Wang, 2007).

El protocolo para la deteccidn de 3-NT es el siguiente:

Secar las laminillas a temperatura ambiente (TA) por un minimo de 30 min.
Hidratar el tejido en PBS 0.01 M, pH 7.4, a TA por 5 min.
Delimitar los cortes con lapiz hidrofdbico.

Bloquear con peroxidasa 1%, por 10 min.

vk W e

Lavar con PBS.
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Bloquear la unién inespecifica con suero, a TA por 60 min.
Lavar con PBS.

Incubar con el anticuerpo 1°, a TA por 60 min.

w 0 N o

Lavar con PBS.

10.Incubar con el anticuerpo 2°, a TA por 30 min.

11.Lavar con PBS.

12.Incubar con reactivo A-B (Abidina-Biotina), a TA por 30 min.

13. Lavar con PBS.

14.Incubar con sustrato de peroxidasa y diaminobenzimida, a TA por 10 min.

15. Lavar con agua desionizada.

16. Enjuagar el tejido en agua destilada.

17.Tefir con hematoxilina férrica de Weigert por 5 minutos. Lavar con agua destilada y
virar con solucién de Scott.

18.Lavar con agua destilada.

19. Montar laminillas.

Para evaluar la proporcidon de 3-NT como criterio de estés oxidante, se fotografiaron bajo el
microscopio estereoscopico un minimo de 16 cortes seriados representativos de todo el
corazén con una camara Motic 2500. Las imagenes fueron transferidas y analizadas con el
procesador de imagenes Motic. La cuantificacion del drea positiva a 3-NT consistié en
delimitar el area total del corte correspondiente, asi como el area en color café, y, en base a
estos datos, calcular el porcentaje de 3-NT por corte. Los porcentajes de cada corte se

promediaron para obtener el porcentaje del area positiva a nitrotirosina por corazén. (Fig. 9).
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Fig. 9. Cuantificacidn del drea positiva a nitrotirosina (3-NT) en cortes longitudinales de corazén de

ratén. Una vez fotografiados los cortes, con ayuda del programa MOTIC se delimitd el area total
del tejido para cada corte y se marcaron las areas positivas a 3-NT (color café), excluyendo toda
aquella marca presente alrededor de cualquier vaso. En base al area positiva a 3-NT, se calculd el
porcentaje de 3-NT presente en cada corte, en un minimo de 8 cortes/corazén/ratéon. Los
porcentajes de cada corte fueron promediados para obtener el porcentaje de nitrotirosina por
corazén. La marca de 3-NT se sefiala con una flecha.

5.8. Estadistica.

Los valores fueron analizados mediante el analisis de varianza de una sola via (ANOVA),
seguido de la prueba posthoc de Bonferroni utilizando el software prism de GraphPad. Los

datos se expresan en media + EE.
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6. RESULTADOS.
6.1. Daiio miocardico: Efecto de la melatonina.

6.1.1. Melatonina e hipertrofia ventricular.

Una de las maneras mas usada para calcular la hipertrofia ventricular (HV) es mediante la
relacion entre el peso ventricular y el peso corporal (Ennis y col.,, 2003; Rosa y col., 2005;
Zhang y col., 2008). El grupo tratado Unicamente con ISO presentd un indice de HV mayor al
del grupo control en 15.12% (p<0.001 vs. control). El pre-co-tratamiento con MEL no revirtié
el efecto del ISO. Los ratones tratados sélo con la indolamina no presentaron cambios

significativos respecto al grupo control (Fig. 10).
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Fig. 10. Efecto de la melatonina sobre la relacién peso ventricular/peso corporal. El dafio
miocardico se indujo mediante la administracidn de isoproterenol (ISO, 5 ug/g/dia, 7 dias, s.c.)
(Grupo SS/ISO). La melatonina (MEL) se administré durante 10 dias (5 ug/g/dia, s.c.) (Grupo
MEL/SS). El grupo MEL/ISO se tratd con melatonina durante 3 dias seguido de la
coadministracion de MEL e ISO a las dosis y tiempos ya mencionados. Cada grupo se integrd
de 5 animales. Datos en media * EE. *** p<0.001; * p<0.05.
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6.1.2. Melatonina y fibras de colagena.

En un primer grupo de corazones correspondientes a cada uno de los tratamientos se
cuantificé el porcentaje de area ocupada por fibras de colagena (FC) a lo largo de todo el
corazon (Fig. 11). Se encontré que aproximadamente de los cortes 15 al 25, correspondientes
a la serie 3 y a aquellos donde se observé claramente la cavidad del ventriculo, presentaron
un promedio de fibras de colagena equivalentes a los que se obtuvieron cuando se cuantificé
todo el corazéon y se realizd la comparacidon entre grupos. Tomando en cuenta estos
resultados, se decidié emplear los cortes 15-25 para realizar las evaluaciones posteriores, asi

como sus réplicas.
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Fig. 11. Distribucion de las fibras de colagena a lo largo del corazén. Cortes secuenciales
representativos de un corazén de ratén tratado con SS/ISO (a), MEL/ISO (b) NAC/ISO (c) o
ASA/ISO (d). Los cortes se tifieron con la técnica tricrémica de Massén. Las fibras de
colagena se observan en color azul. Simultdneamente se muestra los cambios en el
porcentaje de fibras de coldgena a lo largo de todo el corazén segun el tratamiento (a-e). En
(e) se seialan los cortes seleccionados para realizar los analisis subsecuentes. SS=solucidn
salina, ISO=isoproterenol (5 pg/g/dia, s.c.), MEL= melatonina (5 pg/g/dia, s.c.), NAC=N-
acetilcisteina (150 pg/g/dia, s.c.), ASA=aspirina (50 pg/g/dia, s.c.).

En la Fig. 12 se observa que el porcentaje mas elevado de FC se presentd en el grupo SS/1SO
(p<0.001 vs control). Mientras que con que con el pre-co-tratamiento con MEL fueron
75.50+0.47% menores en relacidén con el grupo SS/ISO (p<0.001), sin alcanzar niveles basales.

No se encontraron diferencias entre los grupos control y MEL/SS.
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Fig. 12. Efecto de la melatonina sobre el porcentaje de fibras de colagena. El dafio
miocardico se indujo mediante la administracién de isoproterenol (ISO, 5 pg/g/dia, 7 dias,
s.c.) (Grupo SS/ISO). La melatonina (MEL) se administré durante 10 dias (5 pg/g/dia, s.c.)
(Grupo MEL/SS). El grupo MEL/ISO se traté con melatonina durante 3 dias seguido de la
coadministracion de MEL e I1SO a las dosis y tiempos ya mencionados. Cada grupo se integré
de 5 animales. Datos en media * EE. *** p<0.001; * p<0.05.

6.1.3. Melatonina e infiltrados celulares.

Uno de los procesos que estan relacionados con el dafio miocardico y su remodelacién es la
inflamacién asociada a la presencia de infiltrados celulares (IC). En el presente estudio, éstos
se observaron en todas las condiciones estudiadas, aunque en porcentajes distintos. Al igual
que la 3-NT, los niveles mas altos de IC se cuantificaron en el grupo SS/ISO (p<0.001 vs
control). En tanto que con el pre-co-tratamiento con melatonina, los IC fueron 61.87+£2.45%
menores que los del grupo SS/ISO, sin alcanzar niveles basales (Fig. 13). La MEL sola no causé

cambios significativos en los niveles basales de IC.
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Fig. 13. Efecto de la melatonina sobre los infiltrados celulares. El dafio miocdardico se indujo
mediante la administracidn de isoproterenol (ISO, 5 pug/g/dia, 7 dias, s.c.) (Grupo SS/ISO). La
melatonina (MEL) se administré durante 10 dias (5 pg/g/dia, s.c.) (Grupo MEL/SS). El grupo
MEL/ISO se traté con melatonina durante 3 dias seguido de la coadministracién de MEL e
ISO a las dosis y tiempos ya mencionados. Cada grupo se integré de 5 animales. Datos en

media + EE. *** p<0.001; * p<0.05.

6.1.4. Melatonina vy nitrotirosina.

Del mismo modo que las FC y los IC, el mayor porcentaje de area positiva a 3-NT se encontré
en el grupo SS/ISO (p<0.001 vs control). Mientras que el pre-co-tratamiento con MEL lo
disminuyd en 75.50+0.70% (p<0.001 vs SS/ISO), sin alcanzar niveles basales. El tratamiento

Unicamente con MEL no mostré diferencias significativas respecto al control (Fig. 14).
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Fig. 14. Efecto de la melatonina sobre la proporcion de area positiva a nitrotirosina. El dafio
miocardico se indujo mediante la administracion de isoproterenol (ISO, 5 pg/g/dia, 7 dias,
s.c.) (Grupo SS/ISO). La melatonina (MEL) se administré durante 10 dias (5 pg/g/dia, s.c.)
(Grupo MEL/SS). El grupo MEL/ISO se tratd con melatonina durante 3 dias seguido de la
coadministracidon de MEL e ISO a las dosis y tiempos ya mencionados. Cada grupo se integré
de 5 animales. Datos en media + EE. *** p<0.001; * p<0.05.

En la Fig. 15 se muestra un panel comparativo entre los diferentes tratamientos y los

parametros evaluados
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Fig. 15. Panel comparativo entre los grupos control, SS/ISO, MEL/SS y MEL/ISO. El dafio
miocardico se indujo mediante la administracién de isoproterenol (ISO, 5 ug/g/dia, 7 dias,
s.c.) (Grupo SS/ISO). La melatonina (MEL) se administré durante 10 dias (5 pg/g/dia, s.c.)
(Grupo MEL/SS). El grupo MEL/ISO se tratdé con melatonina durante 3 dias seguido de la
coadministracion de MEL e ISO a las dosis y tiempos ya mencionados. Cada grupo se integro
de 5 animales. Se evaluaron las fibras de coldgeno (Tricrémica de Massoén) (flecha verde) y
los infiltrados celulares (Tricrémica de Massdn) (circulo verde) vy nitrotirosina
(Inmunohistoquimica) (flecha rosa).
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6.2. Dafio miocardico: Efecto de la N-acetilcisteina y la aspirina.

6.2.1. N-acetilcisteina, aspirina e hipertrofia ventricular.

Al igual que el pre-co-tratamiento con la MEL, ni el antioxidante ni el antiinflamatorio
revirtieron el efecto del ISO sobre el indice de hipertrofia ventricular (Fig. 16). No se
encontraron diferencias significativas entre los ratones tratados Unicamente con la NAC o ASA

y los controles.
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Fig. 16. Efecto de un antioxidante y un antiinflamatorio en comparacién con la melatonina
sobre la relacién peso ventricular/peso corporal. El dafio miocardico se indujo mediante la
administracion de isoproterenol (ISO, 5 pg/g/dia, 7 dias, s.c.) (Grupo SS/ISO). La melatonina
(MEL) se administré durante 10 dias (5 pg/g/dia, s.c.) (Grupo MEL/SS). El grupo MEL/ISO se
traté con melatonina durante 3 dias seguido de la coadministracion por 7 dias de MEL e I1SO a
las dosis y tiempos ya mencionados. El esquema de tratamiento con el antioxidante (N-
acetilcisteina=NAC, 150 pg/g/dia, s.c) y el antiinflamatorio (aspirina=ASA, 50 ug/g/dia, s.c) fue
igual al de la MEL. Cada grupo se integré de 5 animales. Datos en media + EE. *** p<0.001; *
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6.2.2. N-acetilcisteina, aspirina y fibras de colagena.

El porcentaje de fibras de colagena de los ratones pre-co-tratados con el antioxidante o el
anti-inflamatorio fue 75.94+0.38% y 58.94+0.38% menor que en los ratones que no se pre-co-
trataron al momento de inducir el dafio miocardico, respectivamente (p<0.001 vs SS/ISO).
Respecto a la MEL, la disminucion en las FC con el antiinflamatorio fue 14.22%
significativamente menor a la conseguida con la indolamina (p<0.001); en tanto que no se
encontraron diferencias entre la disminucién obtenida con la indolamina y el antioxidante.
Finalmente, la presencia de FC también fue observada en los ratones tratados solo con ASA

(p<0.001) (Fig. 17)
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Fig. 17. Efecto de un antioxidante y un antiinflamatorio en comparacién con la melatonina
sobre las fibras de coldgena. El dafio miocdardico se indujo mediante la administraciéon de
isoproterenol (I1SO, 5 ug/g/dia, 7 dias, s.c.) (Grupo SS/ISO). La melatonina (MEL) se administro
durante 10 dias (5 pg/g/dia, s.c.) (Grupo MEL/SS). El grupo MEL/ISO se traté con melatonina
durante 3 dias seguido de la coadministracidon por 7 dias de MEL e ISO a las dosis y tiempos ya
mencionados. El esquema de tratamiento con el antioxidante (N-acetilcistina=NAC, 150
ug/g/dia, s.c) y el antiinflamatorio (aspirina=ASA, 50 pg/g/dia, s.c) fue igual al de la MEL. Cada
grupo se integré de 5 animales. Datos en media + EE. *** p<0.001; * p<0.05.
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6.2.3. N-acetilcisteina, aspirina e infiltrados celulares.

La presencia de infiltrados celulares fue evidente en cualquiera de las condiciones estudiadas,

incluido el control. Como se observa en la Fig. 18, los IC fueron 67.97+0.18% y 74.11+1.07%

menores en los grupos NAC/ISO y ASA/ISO que en el grupo SS/ISO, respectivamente

(p<0.001). El pre-co-tratamiento con la indolamina resultd en una reduccién similar a la

obtenida en estos grupos. Mientras que el porcentaje de infiltrados celulares del grupo

ASA/SS fue de 24.60+1.35% (p<0.001 vs control).

Infiltrados celulares

Fig. 18. Efecto de un antioxidante y un antiinflamatorio en comparacién con la melatonina
sobre los infiltrados celulares. El dafio miocardico se indujo mediante la administracion de
isoproterenol (I1SO, 5 pg/g/dia, 7 dias, s.c.) (Grupo SS/ISO). La melatonina (MEL) se administro
durante 10 dias (5 pg/g/dia, s.c.) (Grupo MEL/SS). El grupo MEL/ISO se traté con melatonina
durante 3 dias seguido de la coadministracidn por 7 dias de MEL e ISO a las dosis y tiempos ya
mencionados. El esquema de tratamiento con el antioxidante (N-acetilcisteina=NAC, 150
ug/g/dia, s.c) y el antiinflamatorio (aspirina=ASA, 50 pg/g/dia, s.c) fue igual al de la MEL. Cada
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grupo se integré de 5 animales. Datos en media + EE. *** p<0.001; * p<0.05.
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6.2.4. N-acetilcisteina, aspirina y nitrotirosina.

El porcentaje de drea positiva a 3-NT en los ratones pre-co-tratados con el antioxidante y el

antiinflamatorio fue 84.4610.51% y 74.95+0.24% menor que en los animales tratados

Unicamente con ISO, respectivamente (p<0.001). Esta disminucién no fue estadisticamente

diferente a la obtenida con el pre-co-tratamiento con la MEL. No se encontraron diferencias

significativas entre los ratones tratados Unicamente con la NAC o ASAy los controles (Fig. 19).

Area positiva a nitrotirosina

Fig. 19. Efecto de un antioxidante y un antiinflamatorio en comparacién con la melatonina
sobre el porcentaje de area positiva a 3-NT. El dafio miocdrdico se indujo mediante la
administracion de isoproterenol (ISO, 5 pg/g/dia, 7 dias, s.c.) (Grupo SS/ISO). La melatonina
(MEL) se administré durante 10 dias (5 pg/g/dia, s.c.) (Grupo MEL/SS). El grupo MEL/ISO se
traté con melatonina durante 3 dias seguido de la coadministracién por 7 dias de MEL e ISO a
las dosis y tiempos ya mencionados. El esquema de tratamiento con el antioxidante (N-
acetilcisteina=NAC, 150 pg/g/dia, s.c) y el antiinflamatorio (aspirina=ASA, 50 ug/g/dia, s.c) fue
igual al de la MEL. Cada grupo se integré de 5 animales. Datos en media + EE. *** p<0.001; *
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7. DISCUSION.

7.1. Daiio miocardico: Efecto de la melatonina.

El uso de antioxidantes como potenciales protectores ante diversas situaciones de dafio y/o
estrés es una teoria que ha tenido un gran auge en los Uultimos anos. Entre estos
antioxidantes, uno que ha ganado fuerza como probable cardioprotector es la melatonina. Sin
embargo, en la mayoria de los estudios se han empleado esquemas de induccion de dafio de
tipo agudo, lo cual no necesariamente refleja el dafio inducido por la exposicidon repetida a
situaciones de estrés que pueden desencadenar un infarto miocardico y, a largo plazo, una

insuficiencia cardiaca.

En el presente trabajo se encontré que, cuando el dafio miocardico es inducido con la
administracion repetida de isoproterenol, la melatonina puede atenuar algunos de los
procesos asociados al mismo y a la remodelacion miocardica, tales como la fibrosis, la
inflamacién y el estrés oxidante, lo que corrobora estudios previos donde se propone a la
melatonina como un cardioprotector. Uno de los principales pardmetros descritos como

evidencia de daio miocdrdico es la hipertrofia ventricular (HV).

7.1.1 Melatonina e hipertrofia ventricular.

En nuestro estudio, y al igual que Paulis y cols. (2009) y Flood y cols. (2006), se encontré que
la melatonina no previene el efecto del isoproterenol sobre la hipertrofia cardiaca. Se conoce
que la estimulacion adrenérgica con el isoproterenol incrementa la presién sistdlica, hecho
que se ha asociado con la incidencia de la hipertrofia ventricular (Verdecchia y cols., 2004). Sin
embargo, diversos estudios han demostrado que la melatonina no previene o reduce tal
incremento (Paulis y cols., 2009; Simko y cols., 2010), lo que podria explicar la falta de efecto

de la indolamina sobre la HV, encontrado en el presente estudio.
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Por otra parte, el que la melatonina no haya revertido la hipertrofia ventricular, no implica
que otros marcadores de dano a diferentes niveles de organizacién celular no se vean
modificados por la melatonina, tal y como se observd en nuestro estudio con los cambios en
las fibras de colageno. Uno de estos marcadores es la fibrosis, que a largo plazo modifica la
funcion contractil del tejido, alterando el bombeo y la irrigacion sanguinea de otros tejidos y

organos (Diez y cols., 2001).

7.1.2. Melatonina y fibras de colageno.

Uno de los trabajos que demuestran las propiedades antifibrosas de la MEL es el de Paulis y
cols. (2009). En este sentido, en nuestro trabajo se demostré que la melatonina disminuye las

fibras de coldageno inducidas con el dafio miocardico.

Evidencias adicionales sobre el efecto antifibroso de la melatonina son los trabajos de Simko y
col. (2010), quienes encontraron que, en un modelo de hipertension arterial inducido por la
combinacién de la exposicion continua de la luz y el L-NAME, la melatonina exdgena revierte
las concentraciones de hidroxiprolina cardiaca (marcador de fibrosis) producida por la
hipertensidn. Estos autores también evaluaron los niveles miocardicos del ARNm de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE) y encontraron que el tratamiento con melatonina reduce
los niveles del ARNm en relacion a las ratas hipertensas, por lo que proponen que el
mecanismo responsable del efecto antifibrético de la melatonina podria estar relacionado con

la ACE.

Otra posibilidad que explicaria el efecto antififroso de la melatonina se relaciona con la
inhibicidn de la proliferacidon de miofibroblastos, que son células estrechamente asociadas con
la presencia de fibrosis y las responsables de la produccion de colagena. Sin embargo, Drobnik
y cols. (2008) demostraron que la melatonina no modifica la proliferacidon ni la muerte de los
miofibroblastos cardiacos, aunque reduce la produccién de la colagena y los

glucosaminoglicanos. Lo anterior es importante ya que una de las alteraciones presentes
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después de un infarto es la sintesis continua de colagena, asi como su menor degradacidn, lo
que conlleva a la formacién de un tejido fibroso permanente y a algunas de las posteriores
disfunciones funcionales del corazén (Dobaczewski y cols., 2010; Klingberg y cols., 2013;

Wight y Potter-Perigo, 2011).

Otra explicacién para sus efectos antifibrosos podria estar directamente relacionada con sus
propiedades antioxidantes. Se ha reportado que los niveles elevados de las ROS y las RNS
inducen la apoptosis y promueven la actividad de las metaloproteasas, las cuales pueden
dirigir hacia un fenotipo fibroso (Maulik y cols., 1999; Siwik y Colucci, 2004), por lo que al

reducir los niveles de las ROS y las RNS, se inhibiria la fibrosis.

Por otra parte, se conoce que la melatonina puede actuar sobre el sistema adrenérgico.
Evidencias a favor de esta teoria son expuestas por Arvola y cols. (2006) quienes demostraron
que la melatonina reduce el incremento en la fuerza de contraccidn de las papilas musculares
del conejillo de Indias en respuesta al isoproterenol (agonista B-adrenérgico), y que tanto la
inhibicidn de los receptores de melatonina como de la sintasa de oxido nitrico (NOS) revierte
su efecto protector. Asi como por Girouard y cols. (2003), quienes encontraron que en ratas
hipertensas, la melatonina reduce la frecuencia cardiaca y la presién arterial en respuesta al
isoproterenol, restablece las concentraciones en el plasma de la noradrenalina, asi como la
proporcion de los receptores adrenérgicos Bl y B2 del corazén. Por lo que la administracion
de la melatonina podria estar atenuando el dafio producto de la estimulacion de los
receptores B-adrenérgicos con el isoproterenol, lo que conllevaria a una menor presencia de
fibrosis y/u otros marcadores de dafio, como es la inflamacién, la cual a su vez esta

relacionada con la produccidn de especies reactivas.
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7.1.3. Melatonina e infiltrados celulares.

Evidencias recientes que indican que la melatonina no solo es un antioxidante, sino que
también puede modular los procesos inflamatorios (Drazen y cols., 2001; Mayo y cols., 2005;
Reiter y cols., 2000; Veneroso y cols., 2009). En el presente estudio se encontré que en el
raton la melatonina disminuye los infiltrados celulares inducidos con la administracion
repetida del isoproterenol. Resultados similares han sido reportados por Sener y col. (2005) y
Patel y cols. (2010); donde el primero encontré que la melatonina (10 mg/kg, i.p.,
administracion pre (30 min) y post-operatoria (6 h)) disminuye la proporcién de los infiltrados
celulares (neutroéfilos) en un modelo de dafio miocardico por sepsis en la rata. En tanto que el
segundo reportd que la melatonina (10 mg/kg/dia, i.p., 7 dias) reduce la inflamacion en un
modelo de induccidn de dafio miocardico con isoproterenol (150 mg/kg/dia, 2 dias, s.c.) en la

rata.

Respecto a los probables mecanismos asociados a esta respuesta, Venoroso y cols. (2009)
demostraron que en la rata, la melatonina reduce la inflamacién inducida por el ejercicio al
mediar la activacidon de distintas moléculas que tienen una participacion clave en el proceso
inflamatorio, tales como el NFkB, la COX-2, y citosinas como la TNF, la IL-1 y la IL-6. Aunque
también existen reportes que indican que su efecto antiinflamatorio también esta mediado
por sus receptores de membrana, en especial el MT2 (Drazen y cols., 2001). Otra alternativa
es que el efecto antiinflamatorio de esta indolamina sea consecuencia de sus propiedades
antioxidantes, ya que se conoce que ciertas especies reactivas asociadas a la inflamacion,
como el radical hidroxil, el anién peroxinitrito y el acido hipocloroso, pueden ser neutralizadas

por la melatonina.
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7.1.4. Melatonina y estrés oxidante.

En el presente estudio se demostrd que el estrés oxidante, evidenciado por el incremento en
3-NT, en ratones con dafio cardiaco inducido con 7 administraciones repetidas de
isoproterenol se abate en presencia de la melatonina. Esto confirma las propiedades
antioxidantes de la indolamina. Nuestros resultados corroboran estudios hechos en la rata
tratadas con 2 administraciones de isoproterenol, donde la melatonina previene el dafo
miocardico al aumentar los niveles de enzimas antioxidantes (GSH, SOD y catalasa) y disminuir
la peroxidacion lipidica, asi como a su metabolito final, el MDA (Mukherjee y cols., 2010 y
2012; Patel y cols., 2010). De la misma manera, nuestros resultados concuerdan con los
estudios hechos en el ratén por Chen y cols. (2003), quienes demuestran el papel
cardioprotector de la melatonina al encontrar que ésta (una Unica administracién de alguna
de las siguientes dosis 33, 75, 150, 300 pg/kg i.p. (mejor dosis: 150 pg/Kg) disminuye el
tamano de la zona infartada y los niveles de malondialdehido (MDA), en tanto que aumenta
los de GSH. Ademas de probar que este efecto se debe a sus propiedades antioxidantes y que

es independiente del receptor MT1.

Con nuestro estudio también se puede inferir que la melatonina puede evitar la nitracion de
los residuos de tirosina de las proteinas. La importancia de este punto radica en que
actualmente se conoce que la nitracién no ocurre en todas las proteinas con residuos de
tirosina y que también depende de la localizacidn de la proteina (Greenacre & Ischiropoulos,
2001). Se ha reportado que en el corazén existe aproximadamente el 4% de las proteinas con
residuos de tirosina, y solo un pequefio porcentaje de éstas sufren nitracién (Kanski y cols.,
2005). Entre las proteinas del tejido cardiaco que potencialmente pueden sufrir nitracidn
estdn las relacionadas con la producciéon de energia por glucdlisis u oxidacién de &acidos
grasos; las proteinas mitocondriales, como las porinas, relacionadas con la eficiencia
metabdlica y la integridad de la membrana; y las citosélicas, como la desmina, esencial para el
mantenimiento de la integridad funcional y estructural del cardiomiocito. Resulta importante
hacer notar que todas estas proteinas se han reportado como proteinas disfuncionales en
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procesos patoldgicos, incluido el infarto al miocardio y el envejecimiento (Kanski y cols.,
2005). Por lo que evitar la nitracion de estas proteinas, también explica el caracter protector

de la melatonina.

Por otro lado se conoce que la melatonina reduce el estrés oxidante al igual que la
inflamacidn, y que un efecto podria ser consecuencia del otro, o que por el contrario podrian

ser efectos sinérgicos.

7.2. Daiio miocardico: Efecto de la N-acetilcisteina y la aspirina

Con el propdsito de conocer si el potencial efecto “cardioprotector” de la melatonina podria
estar regulando parte del proceso pro-/anti-oxidante, o bien se relaciona con un proceso
inflamatorio, ambos ligados al dafio cardiaco; en este trabajo se evalué el efecto del pre-co-
tratamiento con un antioxidante (N-acetilcisteina) asi como con un antiinflamatorio (aspirina

o acido acetilsalicilico),

7.2.1. N-acetilcisteina, aspirina e hipertrofia ventricular

Al igual que la melatonina, ni la N-acetilcisteina ni la aspirina disminuyd el efecto del
isoproterenol sobre la hipertrofia ventricular. En contraste con nuestros resultados,
previamente se ha demostrado que la NAC aminora la HV inducida con diferentes modelos de
dafio miocardico, como son el bandeo adrtico en rata (NAC; 250 mg/kg, administracion
postoperatoria, p.o.) (Chiu y cols., 2012) y la ligacion coronaria en rata (NAC; 1 g/kg,
administracion preoperatoria, p.o.) (Foltz y cols., 2012). En tanto que para la ASA se ha

reportado que ésta puede revertir la HV inducida con angiotensina Il (Muller y cols., 2001).

Una de las razones por la cual en nuestro estudio no se observd cambios en la HV pudiera
estar relacionada con la dosis empleada. Se conoce que las especies reactivas participan en la

via de sefializacion de la hipertrofia, por lo que una dosis éptima revertiria la HV. En los
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estudios mencionados en el pdrrafo anterior se emplearon dosis mayores y tiempos de
administracion mas largos a lo utilizado en el presente estudio, lo que se podria ver reflejado
en una mayor inactivacion de especies reactivas y, por lo tanto, en la disminucién del indice

de hipertrofia.

Por otra parte, aun cuando se aumentara la dosis, se ha propuesto que la disminucion en la
presidn es necesaria para revertir en mayor magnitud a la hipertrofia (Verdecchia y cols.,
2004). Disminucion que ni la melatonina (Paulis y cols., 2009; Simko y cols., 2010) ni la N-
acetilcisteina (Foltz y cols., 2012) inducen, lo que contribuye a explicar la respuesta observada
en nuestro estudio. En el caso de la aspirina, se ha reportado que su efecto sobre la presion es
cronobioldgico, donde la administraciéon de noche genera una disminucién, en tanto que de
dia, como fue en nuestro estudio, no se reportan diferencias de presion o, en algunos casos se
reportan incrementos en ésta (Hermida y cols., 2003, 2005). Esto ultimo explicaria el
comportamiento del grupo tratado sdlo con aspirina, el cual presentd indices de HV mayores

al control, aunque no fueron diferentes estadisticamente.

Nuestros resultados sugieren que otros mecanismos no asociados al estrés oxidante y a la
inflamacién también son importantes durante y después del dano miocardico, y que éstos
deben de seguir siendo estudiados con el propdsito de tener un mejor entendimiento de este
tipo de alteraciones, lo que podria contribuir al disefio de tratamientos dptimos para prevenir

o disminuir los efectos asociados al dano miocardico.
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7.2.2. N-acetilcisteina, aspirina y fibras de colageno

A diferencia de la HV, nuestros resultados mostraron que tanto la NAC como la ASA
disminuyeron la fibrosis inducida con ISO, segun lo cuantificado con la proporcidn de fibras de
coldgena. Esta disminucién presentd mayor similitud entre los pre-co-tratamientos con MEL y

NAC que entre MEL y ASA o NAC y ASA.

La disminucion de fibrosis con el pretratamiento con NAC ha sido demostrada por Marian y
cols. (2006) en un modelo animal (ratén) de una mutacidn relacionada a la cardiomiopatia
hipertréfica humana. En tanto, el mismo efecto por parte de la aspirina se ha reportado por
Muller y cols. (2001), quienes emplearon una dosis de 600 mg/Kg/dia para reducir los niveles
de la coldgena tipo | en un modelo de dafio cardiaco inducido con angiotensina Il (ratas). Una
objecion para emplear estas dosis, es que, podria ocasionar toxicidad gastrointestinal,

insuficiencia renal y shock hemorragico.

El efecto antifibroso de la NAC puede ser explicado en funcion de sus propiedades
antioxidantes. Aunque también se ha demostrado que la NAC reduce la expresion de la
colagena | y de TGFb (Sugiura y cols., 2009), factores que se relacionan directamente con la

fibrosis.

Mientras que en el caso de la aspirina, una estipulacion es que la reduccidn de fibrosis sea una
consecuencia de la disminucidn en la inflamacién, ya que se produciria una menor cantidad de
especies reactivas por parte de las mismas células inflamatorias y del mismo proceso de
inflamacién y por tanto habria una disminucidn de estimulos fibrosos. Otra opcién es que se
ha reportado que el tratamiento con esteroides y agentes anti-inflamatorios no esteroideos,
como es la aspirina, retarda el depdsito de fibras de coldgena (Hammerman y cols., 1983;
Mannisi y cols., 1987), lo que explicaria porque se cuantific6 una menor proporcién de

fibrosis.

Considerando que el perfil de respuesta en este pardametro presentd mayor similitud entre los

pre-co-tratamientos con MEL o NAC, entonces es probable que el efecto cardioprotector de la

45



melatonina esté dado principalmente por sus propiedades antioxidantes, asociadas a

diferentes vias de sefalizacion.

7.2.3. N-acetilcisteina, aspirina, estrés oxidante e infiltrados celulares

Por ultimo, la presencia de 3-NT y de infiltrados celulares fue atenuada con la administracién
de la N-acetilcisteina y de la aspirina, mostrando un patrdn similar al de la melatonina. A

diferencia de las FC, la diminucién fue equiparable entre la ME, la NACy la ASA.

Tanto la 3-NT como los infiltrados celulares son considerados como marcadores generales del
estrés oxidante y de la inflamacidon presente, en nuestro caso, en el corazén, donde son

importantes al participar durante y después del dafio tal y como se menciona a continuacion.

Se conoce que el dafio miocardico es seguido de un proceso de saneamiento, el cual es divido
por algunos autores en dos etapas: inflamacidon y reparaciéon. En la primara fase hay
degradacion de la matriz extracelular, asi como liberacion de mediadores inflamatorios, como
citocinas, TNF, MCP-1. En tanto, en la segunda hay incremento de la sintesis de la matriz
extracelular, proliferacion de fibroblastos y de células inflamatorias y liberacidon de citocinas
asociadas al proceso de fibrosis. Como consecuencia de este proceso inflamatorio, se
presenta un incremento de especies reactivas, generado principalmente por las células
inflamatorias. De forma complementaria, las especies reactivas pueden estimular la activacién
de células del sistema inmune y del proceso inflamatorio mediante la activacion de distintas
proteinas como son NFkB (Gloire y cols., 2006) y AP-1 (proteina activadora 1) (Wu y cols.,
2005). Lo que resulta en un ciclo donde la activaciéon de un sistema, ya sea el de estrés
oxidante o el inflamatorio, puede conllevar a la activacion del otro; en tanto que al disminuir

uno traeria la consecuente disminucién del otro.

Es este ciclo el que explica el comportamiento de la NACy la ASA sobre el estrés oxidante y los
infiltrados celulares asociados a la inflamacidn observados en el presente estudio. Por un
lado, se conoce que la NAC es un precursor de la GSH y actua como un antioxidante. Esto
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ultimo se corrobord en nuestro estudio mediante la disminucidon en los niveles de 3-NT
inducidos con ISO. Esta disminucidn implicaria una menor activacidon de células asociadas al
sistema inmune, lo que se veria reflejado en una menor proporcion de infiltrados celulares, tal

y como se observd en el presente trabajo.

En el caso de la ASA, al ser un antiinflamatorio, podria atenuar la activacion de células del
sistema inmune ante el dafo, lo que se veria reflejado en una menor liberacion de especies
reactivas por estas células, y, por lo tanto, los niveles de estrés oxidante disminuirian, lo que
explicaria por qué la ASA disminuye tanto los niveles de infiltrados celulares como de estrés

oxidante.

Un efecto no esperado de la administracion sélo de aspirina, es que los niveles de estrés
oxidante como los infiltrados celulares fueron mayores a los basales. En este sentido se ha
reportado que la activacion de citocinas pro- y anti-inflamatorias in vitro es dependiente de la
concentracion de aspirina empleada (Hartel y cols., 2004), ademas de que ésta tiene un efecto
pro-oxidante inmediato a su administracidn intraperitoneal en cerebro de ratas envejecidas,
lo que sugiere que el efecto de la aspirina podria estar asociado a la condicion fisioldgica y/o

patolégica de organismo (Calderon-Guzman y cols., 2011).

En la Fig. 20 se muestra un esquema que integra la forma como podria darse la participacion
de la melatonina en la regulacion de la inflamacion y la fibrosis en asociacion al estrés

oxidativo, segun los resultados obtenidos en la presente investigacion.
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Fig. 20. Efecto de la melatonina sobre el dafio miocardico inducido con administraciones repetidas de isoproterenol. Una vez
administrado el isoproterenol (ISO), se induce una respuesta inflamatoria en el tejido, asi como la generacion de especies reactivas
(ROS), ya sea producto del dafio o del metabolismo del ISO. En cualquier caso, se liberan factores que favorecen la conversion del
fibroblasto a miofibroblasto, que es la célula responsable del proceso de fibrosis. Nuestros resultados (@) indican que, con el
esquema de dafio empleado, la melatonina atenua tanto la inflamacién (infiltrados celulares) como el estrés oxidante. Dos
procesos que se estimulan/abaten mutuamente. Como consecuencia, se observaria el incremento/disminucion de la fibrosis (a). A
nivel del cardiomiocito (b), el ISO activa a los receptores B-AR, lo que activa a la PKA y genera una sobrecarga de calcio. Esto altera
la funcion mitocondrial, se libera el citocromo c (cyt c) y se puede inducir la apoptosis. Ademas el ISO genera ROS que pueden
dafar a las proteinas, lipidos, y cualquier biomolécula. En nuestro estudio, la MEL abate las ROS y en especifico se comprobd que
abate las ROS. Lo anterior mantendria la integridad de las membranas mitocondriales y plasmaticas, con lo que se evitarian los
procesos de muerte celular. Nuestros resultados con MEL y NAC sugieren que el mecanismo responsable de la cardioprotecciéon
estd relacionado con sus propiedades antioxidantes, probablemente al aumentar la sintesis de la GSH. Al disminuir las especies
reactivas o al mantener la integridad del cardiomiocito, se reduce o se evita que se desencadene la respuesta inflamatoria
previamente mencionada, asi como la fibrosis.

50



8. CONCLUSION

Nuestros resultados indican que la MEL tiene un efecto cardioprotector ante las
administraciones repetidas de ISO en ratdn, al intervenir en por lo menos tres procesos
asociados al dafio miocardico: el estrés oxidante, la inflamacion y el dafio a las proteinas por
el estrés oxidante/nitrosante. En tanto que los resultados con MEL y NAC sugieren que el
mecanismo responsable de la cardioproteccion esta relacionado con sus propiedades

antioxidantes, probablemente al aumentar la sintesis de la GSH.

Por otra parte, nuestros resultados demuestran que existen otros mecanismos no asociados al
estrés oxidante y a la inflamacién que también son importantes durante el dafio miocardico, y
que deben de seguir siendo estudiados con el propédsito de tener un mejor entendimiento de
este tipo de alteraciones, lo que podria contribuir al disefio de tratamientos éptimos para la

prevencion o disminucion de los efectos asociados al dafio miocardico.

Finalmente, es fundamental continuar realizando estudios in vivo, ya que las respuestas
observadas podrian ser modificadas dependiendo del estado fisioldgico del organismo, como
fue en el caso de la aspirina, cuya administraciéon indujo dafio miocardico, pero durante una

condicion patoldgica, ésta tuvo un efecto protector parcial.
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