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Splenderanno... Per aspera ad astra...
Haggard.

I won't give up, we'll fight to win to move along from we're we'd been, I'm
looking up around the bend... We're so much stronger than before

Epica.

Now we see our tomorrow, the night is long ago, all the fighting is over...But
the dream is still alive.

Xandria.

Now I'm leaving my worries behind, feel the freedom of body and mind
I have started my journey. I'm drifting away with the wind | go...

Stratovarius.

There's no sign of the morning coming, there's no sight of the day
You've been left on your own... like a Rainbow in the Dark.

Dio.

How can life be so feigned and cold. I've answered the call of every melody,
lovingly. Did I find the answers to all my questions? Or a gravenimage of
me...

Sonata Arctica.

So understand, don't waste your time always searching for those wasted years
Face up...make your stand, and realize you're living in the golden years

Iron Maiden

Te he dicho que no mires atras porque el cielo no es tuyo y hay que empezar
despacio a deshacer el mundo.

Héroes del Silencio.

Hay miedos que se acurrucan entre uno y otro escalén de la escalera que
sube de tus suenos hacia el sol, y te acechan y no dejan que tu elijas tu
lugar, no queda sino batirnos no queda sino luchar...

Mago de Oz
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RESUMEN.

En la actualidad diversas publicaciones han clasificado a la Hipertrofia Cardiaca
(HC) en dos tipos diferentes: Hipertrofia Cardiaca Patologica (HCP) e Hipertrofia
Cardiaca Fisiologica (HCF). La HCP se caracteriza por la presencia de fibrosis
intersticial, la expresién de genes embrionarios, ademas de que es irreversible y
se asocia a una funciéon anormal del corazén, mientras que en la HCF no hay
presencia de fibrosis intersticial, se cree que es reversible y la funcién del corazén

no esta comprometida.

En estudios recientes se ha sefalado que la via de senalizacion PI3K-AKT se
encuentra estrechamente relacionada con el crecimiento del corazén generando
un tipo de HCF al ser activada por factores hormonales como la insulina y la
angiotensina, sin embargo se ha demostrado que dicha via también puede ser
activada por compuestos organicos como el flavonoide Epicatequina (Epi), el cual
ha sido utilizado en experimentos de cultivos de células endoteliales de aorta
coronaria y cordon umbilical de humanos, en donde se ha mostrado un incremento
en la fosforilacion de las proteinas que componen esta via en ambos tipos de
células, a raiz de esto se ha sugerido que Epi puede tener un efecto

cardioprotector.

En el presente trabajo evaluamos el efecto de la Epi en el corazén, utilizando 20
ratones de la cepa C1, los cuales fueron divididos en 2 grupos (Epi y Ctr) y
sometidos a tratamiento durante dos semanas con Epi via intragastrica cada 12 h.
Los resultados mostraron un incremento en el tamafo de los corazones del grupo
tratado con Epi, acompafiado del aumento en la fosforilacion de las proteinas que
integran la via de sefalizacion PI3K-AKT. Estos resultados sugieren que el
flavonoide Epi también activa esta cascada de sefializacién en el corazén de los

ratones utilizados.
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Capitulo 1
1. Introduccion.

11. Hipertrofia Cardiaca.

El corazén es uno de los 6érganos mas importantes del cuerpo. Esta situado en el
térax por detras del esterndn, delante del es6fago y descansa sobre el diafragma
que separa la cavidad toracica y abdominal.” Su funcion mas importante es
bombear sangre a todos los organos del cuerpo; sin embargo, cuando hay una
sobrecarga hemodinamica las paredes de los ventriculos tienden a dilatarse o
aumentar su grosor, a este padecimiento se le ha llamado hipertrofia cardiaca
(HC).

En los ultimos afos la HC ha tomado mayor relevancia en el mundo, ya que ha
aumentado el numero de individuos que la padecen o ha sido causa de
fallecimiento por muerte subita en atletas de alto rendimiento, por ello la
Organizacion Mundial de la Salud la ha designado con el término de
Cardiomiopatia Hipertrofica (CMH), que describe a la enfermedad como un
proceso de aumento de la masa muscular cardiaca, que puede existir con o sin
obstruccion dinamica en el tracto de salida del ventriculo izquierdo.? La CMH se ha
interpretado como una respuesta adaptativa del miocardio frente a un
requerimiento hemodinamico; entre algunos de los agentes causales identificados
se encuentran el embarazo, el ejercicio vigoroso y enfermedades como la
ateroesclerosis, la hipertension arterial, la diabetes y la obesidad entre otras.?

La hipertrofia es el producto de una serie de cambios estructurales del corazén a
nivel de los miocitos ante un nuevo requerimiento hemodinamico. Dependiendo
del tipo de estimulo que reciba el miocardio se han clasificado dos tipos de
hipertrofia, la hipertrofia cardiaca patolégica (HCP) y la hipertrofia cardiaca
fisiolégica (HCF).

La HCP se desarrolla en respuesta a estimulos derivados de enfermedades
primarias como es en el caso de la hipertension arterial (HTA). Este tipo de HC se

caracteriza por la presencia de fibrosis intersticial, una funcién cardiaca anormal,
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la expresion de genes embrionarios, asi como la represién de genes que se
expresarian en un corazén adulto sano. Esto genera, en la mayoria de las
ocasiones, una hipertrofia excéntrica en el miocardio, 4 en la cual las unidades de
proteinas contractiles se disponen en series, predominando un crecimiento
longitudinal sobre el espesor.

Por otro lado, cuando hay un aumento del espesor de la pared ventricular,
consecuencia de la sobrecarga hemodinamica causada por el embarazo o por la
practica de actividad fisica intensa, la adaptacion del miocito se caracteriza por un
aumento de su tamafo con un incremento proporcional generando una HCF. Esta
se caracteriza a nivel celular por un aumento armonico del ancho y largo de los
miocitos, produciendo generalmente una hipertrofia concéntrica en respuesta a
una sobrecarga de presion® 5.

Es importante mencionar que las formas fenotipicas de hipertrofia (concéntrica y
excéntrica) se pueden presentar en ambos tipos de hipertrofia, ya sea HCP 6
HCF. En la siguiente tabla (Tabla 1) se muestran las caracteristicas mas

significativas de cada tipo de hipertrofia.

Tabla 1 Caracteristicas de cada tipo de HC.

Patolégica (HCP) Fisiolégica (HCF)

e Fibrosis intersticial. ¢ No hay fibrosis intersticial

e Funcion cardiaca anormal. e Funcion cardiaca normal.

e Expresibn de genes embrionarios, e Sin expresion de genes embrionarios.
reprimiéndose genes que se expresan e Reversible

normalmente en adulto.

e |rreversible

Aunque inicialmente la HCF constituye una respuesta compensatoria que
normaliza transitoriamente el estrés biomecanico y optimiza la funcién de la

bomba cardiaca, su continuidad prolongada es un factor de riesgo para el

13



desarrollo de insuficiencia cardiaca, ya que va acompafiada de muchas formas de

cardiopatia, incluida la enfermedad isquémica, la HTA vy las valvulopatias.®

1.2 Diferencias moleculares entre la HCP y la HCF.

En la ultima década se ha establecido que los cardiomiocitos no entran en el ciclo
celular, por lo que muchas de las vias de sefalizacion intracelular que se
encargan de regular la proliferacion celular en otros tipos celulares, en el miocito
modulan el crecimiento hipertrofico.® 7 Asi mismo, se ha observado que hay una
expresion de genes especifica para cada tipo de hipertrofia, fisiolégica o

patoldgica, que se ve reflejada en cambios fenotipicos.®

Los cambios en el fenotipo celular a nivel molecular se generan por la unién de
neurotransmisores (respuesta neurohumoral) y/o la liberacion de factores de
crecimiento o de algunas citocinas. Estos generalmente desencadenan su efecto a
través de la activacion de vias de sehnalizacion inducidas por diferentes tipos de
estimulos que son responsables del desarrollo de la respuesta hipertréfica. De
esta forma se promueve la expresion de receptores de membrana, entre los
cuales se encuentran los receptores acoplados a proteinas G y los receptores tipo
tirosina-cinasas, que a su vez se encuentran asociados a un grupo particular de

proteinas que activan diferentes rutas metabdlicas intracelulares.®

1.2.1. Hipertrofia Cardiaca Patolégica (HCP).

En circunstancias normales existe una fina red de fibras de colageno que rodea a
los cardiomiocitos proporcionandoles sostén para mantener la organizacion de las
células; en respuesta a un estimulo patolégico, los fibroblastos cardiacos y las
proteinas de la matriz extracelular se acumulan de forma excesiva, lo que provoca

la rigidez mecanica, que ocasiona disfuncion diastélica. Lo anterior se ha
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relacionado con el aumento de la fibrosis intersticial, que es inducida

principalmente por padecimientos como son la HTA, o una estenosis aortica.®

Empleando modelos murinos se han investigado las diferencias entre la HCP y la
HCF. Al respecto, se han generado modelos de HCP mediante la induccion de una
sobrecarga ventricular izquierda a través de la constriccion de la aorta. Mediante
este estimulo se observo la liberacién de algunas hormonas y/o neurotransmisores
que mediaron la respuesta al estimulo patolégico y que tuvieron un papel
importante en el desarrollo de la HCP.™ Estas proteinas, que son ligandos de
receptores acoplados a proteinas Gq, pueden inducir hipertrofia en los
miocardiocitos por medio de la dislocacion de su subunidad a que activa vias de
sefalizacion cascada abajo. Esto se determiné mediante el empleo de ratones
carentes de proteinas Gq, que fueron sometidos a una sobrecarga de presién
hemodinamica mediante la constriccion quirtrgica de la aorta': 2. De esta forma
se observd que en los ratones carentes de proteinas Gq se desarrollé una
hipertrofia ventricular menos intensa con respecto a los animales control, lo cual
demostrd que las proteinas Gq juegan un papel importante en el desarrollo de la
HCP'3.

También se ha descrito que la HCP va acompafada de una reinduccion del
llamado «programa fetal», es decir, existe una reprogramacién de la expresion de
genes fetales que son inhibidos en individuos adultos. Estos procesos conducen a
la activacion de los oncogenes tempranos que codifican para las proteinas jun (c-
jun), fos (c-fos), myc (c-myc)'® y de los genes fetales de los péptidos, natriurético
atrial (ANP) y cerebral (BNP); asi como de las isoformas fetales de las proteinas
contractiles p-miosina (B-MHC) y a-actina esquelética (SKA). Por esta razén todas

estas proteinas se han considerado y utilizado como marcadores de la HCP.®°
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1.2.2. Hipertrofia Cardiaca Fisiolégica (HCF).

A diferencia de la HCP, la HCF es generada por estiramiento mecanico de
cardiomiocitos y se han propuesto diversas hipotesis acerca del proceso por el
cual el estrés mecanico genera HC. Una de las mas investigadas es que a través
de la activacion de canales idnicos sensibles al movimiento, como son los de Ca?*,
se puede iniciar una respuesta a la tensidon mecanica. Esto esta sustentado con
estudios en modelos animales que sobre expresan la fosfatasa calcineurina. En
estos organismos se observo un aumento en la concentracion de Ca?* intracelular,
lo que a su vez incrementd la presencia del factor de transcripcion NFAT3 y esto
indujo el desarrollo de HC.13.14.15

Otra de las propuestas, es la intervencion de los factores de crecimiento, entre
ellos, el factor de crecimiento transformante [TGF], el factor de crecimiento
fibroblastico [FGF], el factor de crecimiento analogo a la insulina [IGF] y la
angiotensina (Ang).'* Este ultimo es el sistema que mas se ha investigado ya que
provoca un aumento en la presion sanguinea, inclusive mas que la
noradrenalina'’. La interaccion de Ang Il con sus receptores tipo 1 (AT1) media la
respuesta de los miocitos al estrés biomecanico'>'%, ya que este receptor se
caracteriza por acoplarse a proteinas Gaqg/11 (aunque también se puede acoplar a
Gai/0, Ga12/13). Esto a su vez activa a la fosfolipasa tipo C, para generar inositol
1, 4, 5-trisfosfato (IP3) vy diacilglicerol, el cual activa a la PKC, la cual fosforila
diferentes proteinas que participan en el crecimiento celular; sin embargo esto

esta mas relacionado con la presencia de HCP# 12,

El aumento en el tamafo del corazén en respuesta compensatoria a estimulos de
tipo fisiologicos en donde se mantiene una funcién cardiaca normal o incluso
mejorada, ha tomado una gran relevancia clinica en la medicina cardiovascular
actual, para definir si los mecanismos responsables de la funcién del corazén de
un atleta pueden actuar como una potencial estrategia terapéutica, ya que se ha
observado que la practica de ejercicio especifico, en algunos pacientes

diagnosticados con insuficiencia cardiaca, podria revertir las anormalidades
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fenotipicas y funcionales del crecimiento patologico’. Algo similar se ha
observado en modelos animales. Por otra parte, el ejercicio es ahora uno de los
tratamientos mas ampliamente prescritos como preventivos que pueden ser
explotados para beneficiar a los pacientes con hipertrofia patologica y la

insuficiencia cardiaca.'®

Por ello se ha puesto hincapié en descifrar las vias de sefalizaciéon que controlan
la formacién de la HCF; ya que en el musculo esquelético y en el corazén la
hipertrofia es ocasionada por el aumento en el tamafio y no por el aumento en el
numero de células.' En algunos ensayos se han estudiado las rutas metabdlicas
relacionadas con el crecimiento celular como son las vias acopladas al receptor de
insulina (IR) y el receptor del factor de crecimiento analogo a insulina (IGFR),que
regulan importantes respuestas biologicas, tales como el crecimiento celular y la
supervivencia'’. En relacion con esto, se ha descrito que en el tejido cardiaco el
receptor IGFR-1 y la via de sefializaciéon orquestada por la fosfoinositol 3 cinasa
(PI3K) estan implicados en el crecimiento cardiaco normal y el desarrollo de la
HCF. La sobreexpresion del IGFR-1 induce hipertrofia cardiaca compensatoria,
parecida a una HCF y dependiente de la via PI3K'417.18 ya que tiene como blanco
cascada abajo a la cinasa P70S6K, la cual tiene un papel muy importante en el
crecimiento de la célula a través de la sintesis de proteinas.'® También se observd
en un modelo murino dominante negativo para PI3K, que esta cinasa se asocia
directamente con hipertrofia cardiaca en respuesta a la presion de sobrecarga

generada por una constriccion quirtrgica de la aorta®

1.3. Vias de seializacién implicadas en el desarrollo de la HC.

Los estimulos hipertroficos son mediados por diferentes vias de senalizacion que
afectan a la transcripcion de genes?. Entre las mas importantes implicadas en el
desarrollo de HC se encuentra la activacion de las MAPK que esta relacionada
con el desarrollo de HCP'8 21; |a via PI3K-AKT esta directamente relacionada con

el desarrollo de HCF19. 22,
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1.3.1. HCP; via de las MAPK.

La via de senalizacion de las MAPK produce la rapida activacion de Raf y de las
proteinas cinasas ERKi2 a través de la activacion de receptores acoplados a
proteinas G, o también por la interaccion de diferentes receptores con sus
respectivos ligandos.?% 23 2425 Un ejemplo de ello es la interaccion de la insulina
con su receptor (IR), ya que su fosforilacion en residuos de Tyr en el dominio
citoplasmatico, promueve la asociacion de la proteina Shc, la cual une al complejo
Grb2/SOS; donde SOS es un factor recambiador de nucleétidos de guanina
(GEF), capaz de activar a Ras. La activacion de Ras (GTP-Ras) inicia el
encendido de la cascada de las MAP cinasas, ya que se une y activa a Raf-1 que
subsecuentemente lleva a la fosforilacion y activacién de la via, cual involucra el
reclutamiento y activacion de MEK (también llamada cinasa de MAP cinasa) y de
las ERK1 (cinasa regulada extracelularmente 1) y ERK2 que promueven la
transcripcion de genes implicados en la generacion de nuevas células lo cual se

encuentra representado en el panel (A) de la figura 1.26- 27

Por otra parte las MAPK en células vasculares de musculo liso (VSMC), pueden
ser activadas por la union de ANG Il a su receptor AT+ que promueve la inhibicion
de PLC mediante un aumento de Ca?*, originando la fosforilacion de EFGR en
sus residuos de tirosina por Src y Pyk2, para formar el complejo Shc/Grb2 vy

activar a ERK'8 23,

1.3.2. HCF; via PI3K-AKT.

La via PI3K-AKT, puede ser activada por diferentes receptores, entre ellos el
IGF1-R o al igual que las MAPK por el IR, del cual se ha descrito con mayor
detalle?®, como se muestra en el panel (B) de la figura 1, la activacion de la via
PI3K ocurre a partir de la interaccion de la subunidad p85 de PI3K, con los
sustratos IRS1/ IRS2, que activan la subunidad catalitica p110'°. De forma similar
ocurre con el IR, cuyos blancos rio abajo promueven la biogénesis ribosomal y la

sintesis de la maquinaria traduccional?®, convirtiéndose en elementos importantes
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de la respuesta hipertrofica ya que interviene en la organizacion del citoesqueleto,
el crecimiento celular e interfiriendo en la apoptosis?’. La sefializacion a través de
PI3K- AKT tiene efectos pro-hipertréficos y favorece la supervivencia de los
miocitos en parte debido a la activacion de mTOR, quien estimula la traduccién
ribosomal, culminando con la activacién de p70S6K para aumentar la sintesis de

proteinas y asi incrementar el tamario de la célula.’® 28
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(A)

(B)

Figura 1 Vias de senalizacion activadas por la fosforilacion del IR. (A) El encendido de la via de MAPK
conlleva la activacion de las proteinas MEK y ERK12 con respuestas a nivel de nucleo celular. (B) La
estimulacion de la ruta PIBK-AKT esta involucrada en diferentes procesos celulares entre ellas la
sintesis de proteinas, a diferencia de la via de MAPK, la respuesta queda a nivel citoplasmatico.

Modificada de
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1.4. Importancia de la via PI3K-AKT en el desarrollo de HCF.

En diversas publicaciones se ha relacionado el aumento del tamafio de diferentes
tipos celulares con la activacion de la via de sefalizaciéon PI3K-AKT. En los
primeros trabajos realizados fueron en las moscas de la fruta, Drosophila, la
insulina inducia considerablemente el aumento del tamafo de sus células, estos
estudios sugirieron que la via PI3K estaba relacionada con el crecimiento de las
células.?® Sin embargo, no habia datos que mostraran lo que ocurria en células de
mamiferos, por ello utilizando dos modelos murinos transgénicos, el primero
dominante negativo (dnPI3K) y el otro constitutivamente activo (caPI3K), en el
corazén del raton, en caPI3K se observo que su tamafo fue mayor al del ratén
control, y en el dnPI3K el efecto fue el opuesto??. Estos estudios demostraron que
PI3K participa activamente en el crecimiento del miocardio como se muestra en la

figura 2:

(A) (B)

Figura 2 Corazones de ratones transgénicos. (A) En el raton transgénico (Tg) del modelo caPI3K
aumenta el tamafio del corazén considerablemente respecto al ratén no transgénico (NTg). (B) Se
muestra que el corazén del ratéon NTg tiene un tamaino mayor al del modelo dnPI3K que representa la
ausencia de PI3K; esto demostré la importancia de PI3K en el crecimiento del miocardio.??
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Para confirmar esto, se realizaron analisis de Western Blots con las proteinas
cascada abajo de la via de sefializacién de PI3K. Con esto se confirmd que en el
modelo caPI3K, la via se encontraba activamente encendida; por lo contrario, esto
no ocurrié en el modelo dnPI3K. También se realizaron ecocardiografias en donde
se aprecid un crecimiento proporcional entre el tamafo del miocardio y las
paredes del ventriculo izquierdo. Asi mismo, los miocitos del ratén caPI3K fueron
de mayor tamafo que los miocitos del dominante negativo. Finalmente mediante
cortes histoldgicos del corazon analizadas con la Tincidn Tricromica de Masson no
se observaron depositos de colageno, lo que rechazaba el desarrollo de una
HCP?2.

En otros estudios realizados con ratones transgénicos dnPI3K y ratones
normales, sometidos a estimulos que generaran una sobrecarga hemodinamica
que provocd HCF (ejercicio) y una HCP (constriccidon de la aorta), se observd que
en los ratones deficientes de PI3K el ejercicio no inducia un aumento en el
tamano del corazon, pero si la constriccidon de la aorta (Figura 3). Estos datos
apoyaron la hipétesis de que PI3K esta intimamente ligada al desarrollo de la
HCF, pero no a la HCP.3

HCP

HCF

Figura 3 Corazones de ratones mutantes dnPI3K sometidos a estimulos generadores de hipertrofia. Se
formaron 2 grupos de ratones, no transgénicos (Ntg) y los dominantes negativos para PI3K (dnPI3K).
En la parte superior se muestran corazones de ratones a lo que se les ligé la aorta (band) con el fin de
generar una HCP; en la parte inferior se muestran los corazones de ratones sometidos a ejercicio
vigoroso a base de natacion (swim) durante cuatro semanas creando una HCF. El tamafo del corazén
del ratéon dnPI3K no se vio afectado al ser sometido a ejercicio intenso, demostrando que PI3K es
importante en el desarrollo de una HCF y no de una HCP.?
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En este mismo estudio se observd, que en los ratones controles sometidos a
ejercicio, los marcadores moleculares caracteristicos de HCF, AKT y S6,que son
blanco de PI3K cascada abajo (figura 4 A), estaban en estado activo es decir, se
encontraban fosforilados. Asi mismo, se mostré6 que los marcadores propios de
HCP se activaban solamente en los ratones controles y mutantes sometidos a

constriccion de la aorta, pero no en los sometidos a ejercicio.?

(A) (B)

Figura 4 La via PI3K-AKT, se encuentra estrechamente relacionada con el desarrollo de HCF. (A)
western blot de proteinas de corazones de ratones sometidos a ejercicio vigoroso a base de natacion
(sw) por diferentes intervalos de tiempo en los cuales la cascada de senalizacion PI3K se mantiene
activa cascada abajo en comparacion con su grupo control (ns); (B) marcadores moleculares de HCP
ANP, BNP, a y B MHC, que se mantiene activos en los corazones de ratones transgénicos (dnP) y no
transgénicos (Ntg) cuando se les coloca una banda en la aorta (B), sin embargo esto no ocurre en los
ratones con ejercicio vigoroso (sw) 3.

1.5. La via PI3K- AKT.

En la literatura se ha descrito un mecanismo general por el cual la via de
sefalizacion PI3K-AKT realiza sus efectos. Como se mencioné con anterioridad,
la activacion de esta via de sefializacién ocurre tras la unidn de la insulina con su
respectivo receptor IR. Posteriormente, este interacciona con IRS los cuales al ser
fosforilados, se convierten en sitios de union y activacién de proteinas que

contienen dominios SH2'"> 26, Estos dominios estan presentes en la subunidad
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reguladora 85 de PI3K y promueven la activacién de la subunidad catalitica 110 de
PI3K, la cual localiza cerca de la membrana plasmatica en donde tiene acceso a
PIP3 que sirve como sitio de union para la cinasa AKT o proteina cinasa B (PKB)3.
Después de su reclutamiento en la membrana plasmatica, AKT es fosforilada en
los residuos Thrsos y la Sers7s, esta ultima fosforilacion parece promover la
interaccidon entre el motivo hidrofébico del carboxilo terminal de AKT y la cinasa
PDK1 que la fosforila en la Thrsos; estas dos fosforilaciones son importantes para
que AKT se active completamente. Seguidamente la cascada de la PI3K culmina
con la fosforilacion de mTOR la cual regula la sintesis proteica a través de la
fosforilacion de p70S6K en la Thrsse, la cual activa a la proteina S6 de la

subunidad ribosomal 40S que participa en control de la traduccidn. ! 2526, 27, 28

1.6. Activacion de la via PI3K-AKT en el endotelio.

Por otra parte, se ha demostrado que la cascada de senalizacion de PI3K no solo
se activa por la union de la insulina o del IGF a sus respectivos receptores, sino
también por la presencia de compuestos polifendlicos como la epicatequina (Epi).
PI3K tiene la capacidad de aumentar las concentraciones plasmaticas de NO a
través de la activacion de AKT, la cual fosforila selectivamente a la enzima sintasa
de oxido nitrico endotelial (eNOS) en la Ser117 encargada de la produccién de NO.
En modelos animales la presencia de NO tiene una funcién cardioprotectora y en
humanos previene la aparicion de infartos?’. Para demostrar la activacion de
eNOS en presencia de Epi, se realizd un cultivo de células endoteliales de
arterias coronarias donde se monitorizaron los posibles activadores de eNOS rio

arriba, entre ellos AKT y PKA las cuales son fosforiladas directamente por PI3K2°.

En modelos in vivo a través de una administracion oral en humanos se ha
observado que las dietas ricas en Epi junto con otros flavonoides tienen efectos
benéficos a nivel de la funciéon vascular ya que promueve la vasodilatacion,

disminuyendo asi la presencia de enfermedades como la arteroesclerosis?°.
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1.7. Epicatequina

La epicatequina (Epi) es un flavonoide que se ubica principalmente en las hojas y
en el exterior de las plantas, en bebidas como el vino tinto, la cerveza y en frutas
como la manzana.®® Sin embargo, se ha demostrado que la mayor concentracion
de Epi se encuentra en el cacao, ya que representa un 35% de los polifenoles

presentes en el chocolate amargo®'.

Dentro de la clasificacion de los flavonoides, la Epi se encuentra en el grupo de los
flavanos, como la catequina, ya que cuenta con un grupo (-OH) en posicion 3 del
anillo C como se muestra en la figura 5. Gracias a estas caracteristicas también ha
sido catalogada como un agente antioxidante, debido a que contiene en su
estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo fenélicos, que al igual
que otros flavonoides, retira oxigeno reactivo especialmente en aniones

superoxidos, radicales hidroxilos, peroxidos lipidicos o hidroperéxidos0.

OH
OH

C
“"OH

OH

Figura 5 Estructura de la molécula de epicatequina (Epi).
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Finalmente al igual que otros flavonoides el metabolismo de la Epi ocurre en el
higado, por medio de reacciones de biotransformacién de fase | y también en el

colon mediante reacciones de biotransformacion de fase 11.30

En experimentos recientes, se han purificado algunos metabolitos de la
epicatequina que fueron extraidos de orina humana y de rata después de una
administracion oral. En muestras de orina de humanos se identificaron las
estructuras de tres metabolitos los cuales son (-) - epicatequina-3'-O-3-D-
glucurodnido, el 4'-O-metil- epicatequina, y el 4 '-O-metil- ( -) — epicatequina-7-O-
glucurénido, mientras que los metabolitos purificados a partir de orina de rata
fueron: 3'-O-metil-epicatequina, epicatequina-7-O-glucurénido, y 3'-O-metil-
epicatequina-7-O-glucuronido. Asi mismo estos compuestos también se han
detectado en la sangre de seres humanos y ratas. La presencia de estos
metabolitos en sangre y orina sugiere que las catequinas se metabolizan y se
distribuyen en el cuerpo después de la administraciéon y una parte importante se

excreta por la orina en forma de conjugados solubles en agua®?.
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Capitulo 2

2. Planteamiento del Problema.

El desarrollo de HCF ha sido estrechamente relacionado con la practica de
ejercicio moderado, por medio de la activacion de la via de sefalizacion PI3K-
AKT. Asi mismo se ha observado que la administracion de Epi en cultivos de
células endoteliales de aorta coronaria y cordon umbilical de humanos activa las
cinasas PI3K y AKT que promueve la fosforilacion de la eNOS, aumentando las
concentraciones plasmaticas de NO causando un efecto cardioprotector. Por lo
anterior, en el presente trabajo nos planteamos la siguiente pregunta de
investigacion ¢ Es factible mediante la administracion de Epi en ratones sanos
promover la activacion de la via de sefalizacion PI3K-AKT e inducir asi el

desarrollo de una HCF?
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Capitulo 3

3. Hipotesis.

El flavonoide epicatequina activa la via PI3K-AKT en el miocardio de ratones

sanos, induciendo asi una hipertrofia adaptativa o fisioldgica.
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Capitulo 4

4. Objetivos.

41.

Objetivo General.

Cuantificar las proteinas de la via PIBK—-AKT en corazones sanos de ratones

tratados y no tratados con Epi.

4.2.

Objetivos especificos.

Obtener los corazones de los ratones tratados y no tratados con Epi y
calcular la relacién peso corazén/peso cuerpo (PC/PC).

Obtener un extracto de proteinas totales de los corazones de los ratones
no tratados y tratados con Epi.

Evaluar la concentracion de las proteinas involucradas en la via PI3K-
AKT por medio de la técnica de western blot y cuantificar las

concentraciones de proteina por medio de ensayos densitométricos.
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Capitulo 5

5. Materiales.
5.1. Animales. Se utilizaron 20 ratones machos de la cepa (CD-1), de

2.5 meses y aproximadamente 20 g de peso.

Los procedimientos realizados en los animales cumplieron los requerimientos que
en la materia determina la NOM-062-Z00-1999 Especificaciones técnicas para
la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio, SAGARPA; y la
Guia para el cuidado y uso de los animales de laboratorio (National Research

Council):

. El disefio y realizacion de los procedimientos con base en su relevancia

para la salud humana y animal, el avance del conocimiento y el bien de

la sociedad
. El uso de las especies, calidad y numero apropiados de animales
. El evitar o reducir al minimo la incomodidad, estrés y dolor, siempre y

cuando sea compatible con una buena ciencia

. El uso apropiado de sedacion, analgesia y anestesia
. El establecimiento de metas y objetivos en el experimento
. Brindar un manejo apropiado a los animales, dirigido y realizado por

personas calificadas
. La conduccidén de experimentos en animales vivos sélo por, o bajo la,

estricta supervision de personas calificadas y con experiencia

Todos los residuos biolégicos derivados del estudio se manejaron de acuerdo a
la norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental -

Residuos peligrosos biolégico-infecciosos.

En la mayoria de los experimentos los animales fueron anestesiados con
pentobarbital (90 mg/Kg de peso corporal) por via intraperitoneal utilizando como

vehiculo una solucion inyectable de NaCl al 0.9%.
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5.1.1. Seleccién de ratones. Se utilizaron ratones machos de 2.5 meses
de edad donados por el bioterio de la Universidad Panamericana y
cuidados bajo los estandares descritos en la norma.

Se formaron dos grupos con cada grupo etario formado por 10 ratones;
el primero fue el grupo control, el segundo correspondié al grupo
tratado con Epi.

5.1.2. Tratamiento. A los animales se les aplico una dosis de Epi (1 mg/kg
de peso corporal) cada 12 hrs. durante 15 dias via intragastrica
mediante una canula 18G (3.81 cm largo con punta esférica de 2.25
mm de diametro) siguiendo las recomendaciones para el manejo de
roedores. Se mantuvieron en bioterio estéril bajo ciclos de luz de 12
hrs. Al grupo control se les administré solamente el vehiculo (DMSO al
2 %) por la misma via

5.1.3. Obtencidén de los corazones. Al finalizar el tratamiento se realizé el
sacrificio de los animales, se anestesiaron con pentobarbital sddico a
una dosis de 90 mg/kg de peso corporal (Pfizer uso veterinario al 6.3 %
m/v). Después se realizé una incisidn bilateral en el térax para exponer
el corazén al cual se le inyectd 300 yL de KCI para mantenerlo en
diastole, posteriormente los corazones fueron retirados y pesados en
balanza analitica. Cada corazén se lavd con soluciéon PBS al 1X y se
deposité en un tubo eppendorf de 1.5 mL. Los corazones fueron

congelados en nitroégeno liquido y almacenados a -70 °C.
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5.2

Anticuerpos.

5.2.1. Primarios.

mTOR (Cell Signaling Technology, anticuerpo monoclonal hecho en

conejo).

Fosfo mTOR (Cell Signaling Technology anticuerpo monoclonal hecho

en conejo).

PI3K p 85 (Cell Signaling Technology anticuerpo policlonal hecho en

conejo).

Fosfo PI3K p85 (PHO-PI3K p 85), (Cell Signaling Technology,

anticuerpo policlonal hecho en conejo).

PKB (Akt, Cell Signaling, Technology, anticuerpo policlonal hecho en

conejo).

Fosfo PKB (PHO-AKT, Cell Signaling Technology, anticuerpo

monoclonal hecho en conejo).

P70S6K (Cell Signaling Technology, anticuerpo monoclonal hecho en

conejo).

Fosfo P70S6K (THRss9, Cell Signaling Technology, anticuerpo policlonal

hecho en conejo).

5.2.2. Secundario.

Anticuerpo anti-IgG de conejo hecho en cabra y acoplado a peroxidasa

de rabano (Invitrogen)
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5.3. Epicatequina.
(-)-Epicatequina 290% (-)-cis-3,3',4",5, 7 Pentahidroxiflavano, (2R,3R)-2-(3,4-

Dihidroxifenilo)-3,4-dihidro-1(2H)-benzopirano-3,5,7-triol. Sigma-Aldrich, St Louis,
EE. UU.
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Capitulo 6

6. Metodologia.

6.1. Tratamiento de ratones con Epi.

Al inicio del tratamiento los ratones fueron pesados, el promedio del peso corporal
tuvo un valor de 20 mg, la administracion de Epi se hizo via intragastrica cada 12
horas con una dosis de 1 mg/kg. Por ello se tomaron 20 pL de la solucion stock y
llevados a un volumen de 300 pL por cada ratén. Se prepard un volumen final de
3.6 mL, teniendo un exceso de 2 dosis. Todas las diluciones fueron guardadas a -
70 °C. Para el grupo control se prepararon alicuotas de 3.6 mL de vehiculo que

también fue guardada a -70 °C.

6.2. Extraccidon de proteinas totales de corazén de los ratones.

Se pesaron tres corazones en una balanza analitica. Posteriormente en tres
morteros de porcelana estériles se realizé la maceracion de la muestra con
nitrégeno liquido. Cada corazén macerado fue depositado a un tubo eppendorf de
1.5 mL frio, se le adicioné6 300 pL de amortiguador de lisis para
radioinmunoprecipitacion (RIPA) (Santa Cruz Biotechnology) adicionado con
PMSF al 1%, ortovanadato de sodio al 1% y un coctel de inhibidores de proteasas
al 1%, por cada 100 mg de tejido, se incubaron durante 10 minutos en hielo. Las
muestras fueron centrifugadas a 4° C durante 10 minutos a 14000 rpm. El
sobrenadante fue recuperado en un tubo frio de 1.5 mL. Por ultimo, se fracciono

en tubos de 0.6 mL para ser guardados a -70° C.
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6.3. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

La cuantificacion de proteinas se realizé por el método de Bradford utilizando BSA.
Por cada muestra se utilizaron 5 yL de sobrenadante, de los cuales la absorbancia
correspondiente fue interpolada en la ecuacion obtenida mediante la relacién lineal

de las variables.

6.4. Electroforesis desnaturalizante de proteinas en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

La electroforesis se realiz6 en geles de poliacrilamida separadores del 11% y del

4% para los geles concentradores utilizando los reactivos descritos en el apéndice.

Cada muestra fue preparada en un tubo eppendorff de 0.6 mL, donde se
colocaron 50 ug del extracto de proteina, mas amortiguador de carga en
proporcion 2X. Posteriormente las muestras se calentaron a bafio maria en
ebullicion por 5 minutos. Al terminar el periodo de calentamiento las muestras
fueron colocadas en el gel utilizando 2.0 yL de marcador de peso molecular (MP)
Thermo Scientific PageRuler Plus Prestained Protein Ladder. Finalmente se cerro

el sistema eléctrico y se dejaron correr a 70 V durante 180 min.

6.5. Transferencia a membrana de nitrocelulosa en sistema
humedo.

Se preparé el amortiguador para la transferencia y se enfri6 a 4 °C.
Posteriormente con amortiguador de transferencia se humectaron las fibras, los
filtros, y la membrana. Una vez fuera el frente de corrida del gel se armé el

sandwich como en la siguiente figura 6:
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Figura 6 Casete de transferencia de proteinas, en el centro se encuentra la membrana de nitrocelulosa
en contacto con el gel de poliacrilamida. Las proteinas migran del gel a la membrana de nitrocelulosa
mediante un campo eléctrico ya que las proteinas tienen una carga negativa por efecto del detergente
SDS.

Finalmente la camara fue cubierta con hielo y se transfirieron las proteinas a 350
Amp durante 180 min. Al terminar el periodo de transferencia la membrana se tind

con rojo de Ponceau.

6.6. Caracterizacion de proteinas por ensayos de Western Blot.

Para la realizacion de los western blots, la membrana fue cortada de acuerdo al
peso molecular de cada proteina a evaluar, usando como base el marcador de

peso en kDa.

Después de ser cortadas las membranas fueron bloqueadas en solucion de leche

al 5% en PBS durante una hora.

Al concluir el periodo de bloqueo se colocé el anticuerpo primario apropiado segun

lo indica la tabla 2:
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Tabla 2 Diluciones y tiempos de incubacién de Ab. Cada anticuerpo primario fue incubado con la
membrana durante 3 h y después de 4 lavados con PBS-T, las membranas se incubaron con el
anticuerpo secundario durante 40 min.

Peso molecular Dilucion del Dilucién del

Proteina (kDa) anticuerpo anticuerpo

primario secundario
NCL 95 1:10,000 1:120,000
mTOR 289 1:2,000 1:100,000
PHO-mTOR 289 1:500 1:50,000
PI3K 85 1:500 1:40,000
PHO-PI3K 85 1:500 1:40,000
P70S6K 70-85 1:1,500 1:40.000
PHO-P70S6K 70-85 1:1,000 1:40,000
AKT 60 1:2000 1:50,000
PHO-AKT 60 1:500 1:40,000

El revelado se realizé en el equipo CDgit con el kit de luminiscencia Super

Signal™ West Femto Chemiluminescent Substrate de Thermo Scientific.
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Capitulo 7

7. Resultados.

7.1. Obtencion de los corazones de los ratones tratados y no
tratados con Epi.

Con el fin de obtener la relacion peso corazén/peso corporal, se extrajeron los
corazones de los ratones de los grupos Ctr y Epi., de acuerdo a la metodologia
descrita en el numeral 5.1.3. Para tener en diastole al corazén y que estuviera lo
mas dilatado posible se administr6 KCIl. La figura 7 muestra corazones

representativos del grupo tratado con Epi y del grupo Ctr.

Ctr Epi

Figura 7 Impacto de la Epi en el crecimiento del corazén. La figura muestra un corazén representativo
de ratén del grupo tratado con Epi (derecha) el cual es de mayor tamafo al compararlo contra el del
grupo no tratado Ctr (izquierda).
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7.2. Obtencion de la relacidn peso corazén/ peso corporal.

Durante el tratamiento se monitorie6 el peso de cada raton para el ajuste de la
administraciéon de la Epi. En la tabla 3 se muestran los valores de los pesos el
dia 1 y el dia del sacrificio (dia 14). Se obtuvieron los promedios
correspondientes a cada grupo los cuales fueron se muestran en la figura 8, sin
embargo no se observaron diferencias significativas ya que el promedio de los
pesos corporales entre los dos grupos era similar; en el grupo Ctr. fue de 31.28
g mientras que en el grupo Epi de 32.19 g. Sin embargo en la figura 7 se
muestra la fotografia de los corazones extraidos de los ratones, en donde se
observa que el representante del grupo tratado con Epi, es de mayor tamafnio
que el del grupo Ctr, lo cual se comprobd cuando el promedio de los pesos de
los corazones para el grupo Ctr de 159.71 mg y en el grupo Epi de 204.76 mg,
al obtener los porcentajes correspondientes de cada uno se obtuvo que los
corazones de los ratones tratados con Epi son 28.20% mas grandes que los

corazones del grupo Ctr (figura 9).
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Tabla 3 Pesos corporales y de los corazones de los ratones Ctr y Epi, durante el tratamiento.

Control Dia 1 Dia 7 Dia 14 Corazén (mg)
2 30.72 29.59 31.26 161.2
3 29.59 30.22 32.9 160.6
4 30.13 30.09 30.61 164.3
5 29.28 31.21 29.32 144.2
6 31.21 34.27 33.48 162.3
7 34.13 33.07 34.43 140.6
8 27.27 27.88 28.73 172.1
9 33.35 31.20 32.16 162.7
10 31.46 29.76 29.81 176.4

Promedio 31.28 159.71
D. E. 1.80 11.19

i Corazén (mg)

1 30.64 33.45 33.52 160.2
2 31.61 32.81 33.61 189.6
3 33.14 31.88 34.46 232.9
4 36.15 33.85 31.76 195.2
5 28.17 29.02 28.29 199.3
6 27.55 27.32 29.13 201.9
7 30.65 29.51 31.76 204 .1
8 33.31 33.91 33.68 228.9
9 33.28 27.07 28.85 209.9
10 25.12 34.95 36.84 225.6
Promedio 32.19 204.76

D. E. 2.77 21.55
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Epi Citr

Figura 8 El consumo de Epi no afecta al peso corporal. Se graficaron los promedios de los pesos de los
ratones obtenidos el dia 14 y no se observan diferencias significativas entre los individuos de ambos
grupos.

* P =0.00053

Relacion pc/pc
o =~ N W »d O O N ©©

Epi

Figura 9 La Epi causa HC en ratones sanos.

41



7.3. Obtencion de un extracto de proteinas totales de los
corazones de ratones tratados y no tratados con Epi y
transferencia a la membrana de nitrocelulosa.

Después de la extraccion de proteinas se realizé la cuantificacion de las mismas
por el método de Bradford, obteniendo un promedio de concentraciones de 7.52
Mg/uL proteina total de para el grupo Ctr, mientras que para el grupo Epi fue de
7.67 ug/uL. También se determind la integridad de estas mediante el corrimiento
electroforético en geles de poliacrilamida cargando por cada pozo 50 ug de
extracto, en la figura 10, panel izquierdo, se muestra un gel al 11% tefiido con azul
de Coomassie en el cual se colocaron 80 ug de proteina por carril, donde se
observd una carga homogénea en cada carril. En la figura 10, panel derecho se
muestra la transferencia de proteinas a la membrana de nitrocelulosa tefida con
Rojo de Ponceau al 2%. A partir de este resultado y con ayuda del marcador de
peso molecular podemos identificar la localizacion de las proteinas en la

membrana que posteriormente fue cortada para la realizacion del Western Blot.

MP Ctr Epi Ctr Epi Ctr Epi Ctr Epi MP

Figura 10 Integridad de proteinas. Panel Izquierdo. Gel de poliacrilamida al 11% tefido con Azul de
Coomassie cargado con 80 ug de proteina por cada carril. Panel Derecho. Membrana de nitrocelulosa
tenida con Rojo de Ponceau al 2%.(lzquierda). MP= Peso Molecular
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7.4. Evaluar la concentracion de las proteinas involucradas en
la via PI3K-AKT.

Después de observar el aumento del tamano de los corazones de los ratones
sometidos al tratamiento, se procedio a confirmar si era causada por una HCF,
para ello se estandarizaron concentraciones éptimas para los anticuerpos de las
proteinas involucradas en la via de senalizacion PI3K-AKT.Una vez realizado lo
anterior se realizaron los ensayos de Western Blot para determinar la cantidad
relativa de las proteinas que conforman la via de sefializacién PI3K-AKT. Al
analizar las densitometrias se observd que en el grupo tratado con Epi habia una
mayor cantidad de proteina PI3K, AKT y mTOR totales, lo cual no ocurria con
P70S6K, sin embargo en el caso de las proteinas fosforiladas no pasaba lo mismo
ya que existia mayor cantidad de PHO-AKT, PHO-mTOR, P70S6K y no de PHO-
PI13K lo cual se muestra en el panel de la derecha de la figura 11, lo que nos indicé
que la via de sefalizacion se encontraba encendida. Para comprobar lo anterior,
se realiz6 una comparacion estadistica entre los dos grupos, utilizando una t-
Student, con una n de 4 obtuvimos una P menor a 0.05 en cada una de las
proteinas, como se puede observar en los graficos del panel derecho de la figura
11. Los datos obtenidos indicaban que en el grupo de ratones tratados con Epi

contenian una mayor cantidad de proteinas tanto totales y fosforiladas.
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Figura 11 Activacion de la via PI3K-AKT por el consumo de Epi. Con una P<0.05 y una n=4,
observamos una mayor actividad medida por la fosforilacion de las proteinas de la cascada de
sefalizacion en los corazones de los ratones tratados con Epi en comparacion a los Ctr.



Capitulo 8

8. Discusion de resultados.

La HC, patolégicamente también se ha definido como aumento absoluto de la
masa ventricular (MV). Cuando se presenta en humanos el peso del corazén
supera los 200 g®. También se ha propuesto que el peso del corazén es la
medida de masa mas importante, pues constituye el elemento indispensable para
diagnosticar hipertrofia cardiaca en individuos post mortem3*. En algunos modelos
murinos se ha demostrado la presencia de HC al realizar una relacion Peso
Corazon/Peso Corporal, uno de ellos es el ratdn mutante dnPI3K, nulos para el
gen de la proteina PI3K, en este modelo se ha observado que los ratones al ser
sometidos a estimulos generadores de hipertrofia, como es el bandeo de la aorta y
ejercicio excesivo, el corazén no han incrementado su tamario.® '® Con los datos
que obtuvimos realizamos el calculo la relacion Peso Corazéon/ Peso Corporal, y
con un valor de P< 0.001 se observo que existe una diferencia significativa entre
los dos grupos y se confirmd que los corazones de los ratones administrados con

Epi, presentan algun tipo de HC.

El incremento en el tamafio del corazon se ha atribuido al incremento de factores
hormonales como la insulina y el factor de crecimiento, los cuales han sido ligados
a la activacion de la via de sefalizacion PI3K-AKT'®, por ello evaluamos los
niveles de concentracién de las proteinas implicadas en esta via, a través de la

técnica de Western Blot.

Evidencias sustanciales en modelos murinos han demostrado el papel critico de la
via PI3K, donde se ha sugerido su activacion a través del receptor de IGF-1, que
estd relacionado con el desarrollo de una hipertrofia de tipo fisiologico."”” La
mayoria de los trabajos se han centrado en la regulacién de la maquinaria de
sintesis de proteinas y principalmente en la interaccién de PI3K, con la via mTOR,
ya que tiene un papel central en la regulacion de la traduccion del mARN.35 36 Por
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otra parte se ha propuesto que la Epi puede activar esta via de sefializacién y

podria generar HCF.

Los resultados indican que tras dos semanas de administracion de Epi, aumento
el tamano del corazén. Tras analizar las concentraciones relativas de las proteinas
involucradas en la via de senalizacion PI3K-AKT, se observé que en las muestras
provenientes de los ratones tratados con Epi aumento la cantidad de proteinas
fosforiladas. Esto muestra que hay un aumento en la actividad de la cascada de
sefalizacion, es decir, cuando PI3K es fosforilada por un receptor tipo tirosina-
cinasa recluta hacia la membrana plasmatica a AKT a través de su interaccion con
dominios de homologia con pleckstrina (PH)%6. La fosforilacion de la AKT en los
aminoacidos Thrsos y Sera7z activa a PKB que se encuentra como trimero inactivo,
permitiendo su autofosforilacion en otros residuos aminoacidicos promoviendo la
formacion de un complejo de PKB que se activa y es independiente de
fosfolipidos®’. Este puede disociarse de la membrana plasmatica y viajar al
citosol, al nucleo o a otros organulos para fosforilar otras proteinas. En este caso
monitoreamos la actividad de la cinasa p70S6K, activada por la fosforilacién de su
predecesora mTOR lo que repercute en la regulacion transcripcional®t. La
fosforilacion de la proteina ribosomal S6 incrementa la sintesis de proteinas. En el
modelo de caPI3K aumenta la fosforilacion de esta proteina, sin embargo en el
ratdbn dnPI3K disminuye su fosforilacion.??> Esto demostré que la via de
sefnalizacion iniciada por PI3K esta estrechamente relacionada con el aumento de
tamafno del corazén a través de la sintesis de proteinas resultado de la
fosforilacion de P70S6K®8 y ademas esta involucrada en un posible desarrollo de
una HCF3. En nuestro experimento con la administracion de Epi incrementé la
cantidad de proteina mTOR fosforilada y por ende la sintesis de proteinas
dependientes de la actividad de la cinasa S6 aumentando el dinamismo en la
maquinaria de traduccion, obteniendo mayor cantidad de proteinas y favoreciendo
el crecimiento celular®. Sin embargo estos resultados no son suficientes para

determinar si la Epi es capaz de generar una hipertrofia de tipo fisiologico.
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Capitulo 9

9. Conclusiones.

En este trabajo demostramos que la via de senalizacion PI3K-AKT es activada por
la Epi, provocando un crecimiento hipertréfico en el corazén de ratones sanos
siguiendo el patron de una HCF, con un estimulo de una duracién de 14 dias.
Nuestros resultados sugieren que se desarrolld6 una hipertrofia que también ha
sido descrita en corazones de atletas y que se ha sefalado como benéfica para la
salud. Estos resultados podrian ser un indicio de un posible tratamiento meédico a
futuro en pacientes con problemas cardiacos, a base de compuestos presentes en
la dieta de la poblacién, sin embargo faltan experimentos que complementen esta

informacion que podrian desarrollarse en un futuro préximo.
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