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Resumen.

La hipertrofia cardiaca patoldgica (HC) es el incremento del volumen celular del corazén que
provoca la disminucién de la capacidad de volumen de los ventriculos. La HC se da en respuesta
al estrés en el tejido cardiaco y se caracteriza por la expresion de genes de respuesta temprana
tales como c-Fos, c-Myc, c-Jun; y genes de etapa tardia como GATA4, MEF2c, Nkx2-5 entre
otros, encargados de dirigir la expresiéon de a y B-miosina, proteinas estructurales del
sarcomero, el cual aumenta considerablemente el volumen celular. El estrés oxidativo
provocado por la liberacion de radicales libres conlleva a un dafo progresivo al ADN,
incrementando la apoptosis y produccién excesiva de fibrosis, procesos que superan la
capacidad de regeneracion intrinseca del corazén. La HC es considerada un marcador de mal
prondstico por ser causa de insuficiencia cardiaca y como consecuencia de mortalidad
prematura en hombres, mujeres e infantes. Hasta el momento no existe tratamiento
preventivo, o que active el proceso de regeneracion, los tratamientos existentes no estan
enfocados en restablecer la homeostasis del corazén; aunque los trasplantes de corazoén son la
mejor opcién, son muy costosos y por lo tanto poco accesibles. Por lo que el objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto del Bérax (BX) en cultivo primario de miocitos sometidos
a un estimulo hipertroéfico. Para ello se evalud in vitro el efecto cardioprotector y/o competitivo
del BX sobre el miocito, tratado con isoproterenol (ISO), cuantificando el incremento de tamano
celular, la tasa de proliferacidn, la apoptosis, la expresion de genes de respuesta temprana a la
hipertrofia (c-Myc, c-Jun y c-Fos) por RT-gPCR y la inmunoexpresion de los factores de
transcripcion GATA-4, MEF2c, NFAT, NKx2-5. Se encontrd que los miocitos al ser tratados con BX
antes del ISO disminuyeron su crecimiento acelerado, favoreciendo su actividad mitdtica y
reduciendo la apoptosis, mientras que el gen c-Myc se sobre expresd, c-Fos y c-Jun se
reprimieron; se elevd la expresiéon de los factores GATA4, NKx2-5 y NFAT. Por otro lado, en la
administracion en paralelo de BX e ISO, se minimizd el dafio hipertréfico en el miocito, evitd el
crecimiento acelerado y se inhibid la apoptosis, hubo una respuesta tardia en la expresién de c-
Myc vy c-Jun, que se correlaciona con la presencia tardia de los factores GATA4, MEF2c y NKx2-5.
Por lo que se concluye que el BX tiene un efecto protector y benéfico ante el estimulo

hipertrofico causado por ISO en cultivo de miocitos.

Palabras clave: Hipertrofia Cardiaca, cardioprotector, Bérax, Isoproterenol.
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Abstract

Pathological cardiac hypertrophy (HC) is the increase in the heart's cellular volume that causes
the decrease in the volume capacity of the ventricles. HC occurs in response to stress in cardiac
tissue and is characterized by the expression of early response genes such as c-Fos, c-Myc, c-
Jun; and late-stage genes such as GATA4, MEF2c, Nkx2-5, among others, responsible for
directing the expression of a and B-myosin, structural proteins of the sarcomere, which
increases cell volume. Oxidative stress caused the release of free radicals leads to a progressive
damage to DNA, increasing apoptosis and excessive production of fibrosis, processes that
exceed the capacity of intrinsic regeneration of the heart. HC is considered a marker of poor
prognosis due to the cause of heart failure and because of premature mortality in men, women
and infants. So far there is no preventive treatment, or that active regeneration process,
treatments are not focused on the homeostasis of the heart; Although heart transplants are the
best option, they are very expensive and therefore not very accessible. The objective of the
present work was to evaluate the effect of Borax (BX) in primary culture of myocytes subjected
to a hypertrophic stimulus. To this end, the cardioprotective and / or competitive effect of BX
on the myocyte, treated with isoproterenol (ISO), was evaluated in vitro, evaluating the increase
in cell size, the proliferation rate, apoptosis, and the expression of early-response genes.
hypertrophy (c-Myc, c-Jun and c-Fos) by RT-gPCR and immunoexpressing of the transcription
factors GATA-4, MEF2c, NFAT, NKx2-5. It was found that myocytes when treated with BX before
ISO decreased their growth, their mitotic activity was favored and reduced to apoptosis, while
the Myc-gene was over expressed, c-Fos and c-Jun were repressed; the expression of the factors
GATA4, Nkx2-5 and NFAT is elevated. On the other hand, in the parallel administration of BX and
ISO, minimized hypertrophic damage in the myth, prevented the increase and inhibition of
apoptosis, late and late in the expression of C-Myc and c-Jun, which correlates with the late
presence of GATA4, MEF2c and Nkx2-5 factors. Therefore, it is concluded that BX has a
protective and beneficial effect against the hypertrophic stimulus caused by ISO in culture of

myocytes

Key words: Cardiac Hypertrophy, cardioprotective, Borax, Isoproterenol.
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1. Introduccion.

La hipertrofia cardiaca patoldgica (HC) se define como un aumento absoluto de la masa
ventricular, caracterizado por una ganancia de 200 g arriba de la masa normal (250 g en mujeres
300 g en hombres), lo que representa un incremento en tamafio del 60%; Aunque las células
musculares cardiacas constituyen solo el 30% del tejido cardiaco, éstas ocupan el 70% de la
masa total del corazén y debido a que estas células aumentan de tamafio al inicio de la
patologia tienen una influencia considerable sobre el peso final del corazén [1]. La HC es la
antesala de la insuficiencia cardiaca seguido de la muerte subita, por tanto es considerada uno
de los principales problemas de salud publica, que puede desencadenarse en personas que
presentan enfermedades como cardiopatias congénitas, obesidad, hipertension, diabetes y
trastornos renales entre otros [1]. La HC se puede desarrollar debido a estimulos
hemodindmicos prolongados, hormonales, oxidativos etc. A pesar de conocer algunos de los
factores que estan involucrados en el desarrollo de la HC, no ha sido posible encontrar un
tratamiento oportuno que permita revertir o prevenir el desarrollo de esta patologia y que se

utilice como profilaxis en poblaciones vulnerables.

Debido a la carencia de estudios sobre el posible papel benéfico del BX en el corazén, en este
trabajo se analizé su efecto en cultivo in vitro de miocitos en tratamientos de proteccidén vy

competitivos a la exposicién al isoproterenol (ISO), un compuesto inductor de la HC [2].
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2. Antecedentes.

2.1. Corazon.

El corazon es un dérgano muscular de contraccién involuntaria, compuesto de 4 cdmaras
cardiacas, las cuales son: en la parte superior la auricula derecha e izquierda y en la parte
inferior los ventriculos derecho e izquierdo, las cuatro cavidades se encuentran divididas por el

tabique [3].

El corazén es considerado el drgano mas importante del sistema circulatorio, su funcion es
bombear el componente sanguineo hacia todo el organismo a través de lo que se conoce como
ciclo cardiaco, conformado por dos procesos simultaneos denominados sistole y diastole. La
sistole es la fase en el que el musculo cardiaco se contrae, bombeando asi la sangre hacia la
arteria pulmonar y la aorta. Mientras que la didstole consiste en la relajacién del corazdn,
permitiendo que las 4 cdmaras cardiacas sean llenadas del liquido sanguineo provenientes de

las venas cavas y venas pulmonares. [3].

Un mal funcionamiento tanto del ciclo cardiaco o del corazén, asi como de los otros
componentes del sistema circulatorio (venas, arterias, vasos sanguineos, etc.) conducen al

desarrollo de algunas enfermedades cardiovasculares severas [4].

2.2. Enfermedades cardiovasculares.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades cardiovasculares son un
conjunto de trastornos de los vasos sanguineos y del corazén. Actualmente ocupan el primer
lugar de muertes ocasionadas en el mundo, y representan el 30 % de las bajas registradas,
superando a casi el doble de las ocasionadas por el cancer, enfermedades respiratorias crénicas
y diabetes. Se prevé que para el 2030, 6.7 millones de habitantes moriran por alguna

enfermedad cardiovascular, ademas de que seguira siendo la principal causa de muerte [4].

Las enfermedades cardiovasculares afectan principalmente a paises desarrollados, sin embargo

en paises de ingreso bajo y medio, ocupan el 80% del total de defunciones ocasionadas por este
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tipo de patologia, ademas afectan casi por igual a hombres, mujeres, ancianos e incluso infantes

[4].

Las enfermedades cardiovasculares de mayor morbilidad y mortalidad son: hipertensién
arterial, cardiopatia coronaria (infarto al miocardio), enfermedad cerebrovascular (apoplejia),
enfermedad vascular periférica, insuficiencia cardiaca, cardiopatia reumadtica, cardiopatia

congénita, miocardiopatias, la hipertrofia cardiaca (HC), entre otras [4].

2.3.  Hipertrofia cardiaca.

La hipertrofia se define como un incremento del volumen celular, cuando este ocurre en el
corazdn, este se conoce como HC y se caracteriza por el engrosamiento del miocardio, lo que

conlleva en una disminucién del volumen de recepcién de los ventriculos [5].

La HC es considerada como una respuesta adaptativa del corazén debido a diversos tipos de
estimulos. Dependiendo del estimulo podemos establecer dos tipos de hipertrofias: fisioldgica y
patoldgica (Figura 1). La HC fisioldgica o excéntrica se caracteriza por el crecimiento a lo largo
del miocito cardiaco como respuestas a estimulos no hemodinamicos no prolongados, tal es el
caso en el embarazo o la practica de actividad fisica intensa; en este tipo de hipertrofia no hay
fibrosis o dafio celular, por lo que el corazédn puede regresar a su estado normal cuando el
estimulo desaparece [1]. En contraste, la HC Patolégica o concéntrica se distingue a nivel
anatémico por el incremento en la masa ventricular, principalmente en ventriculo izquierdo y
tabique interventricular, cabe sefialar que en esta patologia existe un dano progresivo, debido a

los focos de apoptosis generados por el crecimiento excesivo de los miocitos.

La HC patolégica responde a estimulos como hipertension arterial, estenosis adrtica,
hipotiroidismo, valvulopatias, trastornos hormonales y trastornos metabdlicos (diabetes y
obesidad), por lo cual, es considerada un marcador de mal prondstico, ya que en la mayoria de
los pacientes se detecta hasta que su calidad de vida disminuye (insuficiencia cardiaca) y

culmina en muerte subita [6]. Entre los sintomas mas generales en los pacientes con HC son: el
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dolor toracico, disnea, palpitaciones, sincope, y, con poca frecuencia, arritmias, fibrilacion

auricular y taquicardia ventricular [5-8].

Figura 1. Esquema de los patrones principales de HC segtn el tipo de sobrecarga hemodindmica que las origina.
Los sélidos de revolucion en forma eliptica representan un corte transversal del corazon. Modificado de L. Enis y E.
Escuderos et al [1].

2.4, Modificacion del sarcomero en la HC

El sarcdmero es la unidad anatdmica y funcional del mudsculo, formado principalmente por
actina y miosina. En condiciones normales, el sarcémero, tiene un alargamiento que va desde
1.85 micrémetros en el periodo de contraccién, y hasta los 2.05 micrometros en el estado de
reposo (sistole y diastole, respectivamente) [9]. Durante la HC, hay un exceso de produccion de
proteinas estructurales del sarcdmero, asi como también la formacidn de estas estructuras; la
acumulacién del sarcdmero de forma lineal favorece al crecimiento longitudinal del miocito,
generando la HC fisioldgica, en cambio, la acumulacién en paralelo, favorece el crecimiento
transversal, lo que consecuentemente tiene severas implicaciones en la arquitectura y funcién

del musculo cardiaco, generando la HC patolégica [7, 8].

2.5. Vias de senalizacion.

Para el desarrollo de la HC patoldgica es necesario que ocurran diversos estimulos al tejido
miocardico, estos pueden ser, estiramiento del mismo, activacion neuro humoral y/o liberacién

de factores de crecimiento y citocinas, entre otros [8].
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Diversos estimulos son reconocidos por los receptores acoplados a proteina G (por sus siglas en
ingles GPCR) ubicados en la membrana del miocito, que, a su vez, interactian con la proteina
heterotrimérica de transmembrana tipo q (Gq). La Gq estimula a la fosfolipasa C (PLC), y por ese
intermediario al di-fosfatidil-inositol, a partir del cual se forma inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). El IP3 interviene en el movimiento y liberaciéon del Ca?* intracelular,

contenido en el reticulo sarcoplasmico.

El Ca?* liberado conjuntamente con DAG activan a la fosfatasa calceneurina, que después de ser
activada desfosforila al factor nuclear y activador de células T (NFAT) [10, 11], que activa los
genes de respuesta temprana a la hipertrofia como c-Myc, c-Jun y c-Fos (protooncogenes); la
transcripcion de estos genes ocurre a los 30 min y alcanza un mdéximo dentro de la primera hora
[12] y tiene como finalidad la transcripcidon de factores como GATA4, MEF2C, Nkx2-5, NFAT,
entre otros (genes de etapa embrio-fetal) denominados genes de respuesta tardia a la
hipertrofia [6]. La expresidn de estos factores, inducen la produccion excesiva de B miosina,
modificando la estructura del sarcémero el cual es determinante durante la contractibilidad

muscular [12-14].

Por otro lado, el DAG induce la formacién de Proteincinasa C (PKC) que actua a través de una
serina/treonina proteincinasa, desembocando en la llamada cascada de las MAPKs
(proteincinasas activadas por mitdgenos). Entre ellos la diana de la rapamicina en células de
mamifero (MTOR) y la cinasa glucdgeno sintasa (GSK-3), los cuales fosforilan a GATA4 o NFAT,
sustratos celulares que son importantes en los procesos de crecimiento y diferenciacién celular

gue finalmente inducen la HC patolégica [6].

En cuanto a las especies reactivas de oxigeno (EROS) funcionan como segundos mensajeros
(Figura 2), mediante la activacion de numerosas cinasas y factores de transcripcidn involucrados
en la respuesta hipertréfica del corazén, entre ellas a la tirosina cinasa Src, PKC, MAPKs, Ask-1y
Akt. Ademads estimulan la proliferacion de fibroblastos [15], encargado de sintetizar

metaloproteasas (MMPs), favoreciendo el desarrollo de fibrosis intersticial [8].
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Figura 2. Vias de sefializacion en la respuesta hipertrofica del miocito ante un estimulo hipertrdfico.

Especies reactivas de oxigeno (ROS) funcionan como segundos mensajeros en las vias de sefializacion de crecimiento
celular, incluida en la respuesta hipertrofica. GPCR: receptores acoplados a proteina G, Gq: proteina heterotrimérica
de transmembrana tipo g, PLC: Fosfolipasa C, IP3: inositol 1,4,5-trifosfatol, DAG: diacilglicerol, PKC: Proteincinasa C,
mTOR: diana de rapamicina en células de mamifero, GSK-3: glucégeno sintasa, EROS: Especies Reactivas de
Oxigeno, NFAT: factor nuclear de células T, c-Jun, C-Fos y C-Myc son protooncogenes, MEF2C: Factor potenciador de
miocitos 2C, Nkx2-5: Factor de Trascripcion de Homeobox Cardiaco Csx/Nkx2-5, NFAT Factor nuclear y activador de
células T, CDK9: Quinasa dependiente de ciclina 9, , SRF: factor de respuesta a suero Mi: Miogenina, NAF Factor de
ensamblaje 1 de ribonucleoproteina. Imagen compilada de Carrefio et al, 2006 [8], Escudero et al, 2010 [10] y
Elnakish et al, 2015 [16].
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2.6. Eventos epigenéticos en la HC.

La epigenética es el estudio de modificaciones en la expresién de genes que dependen de la
conformacidn de la cromatina y no de la secuencia nucleotidica. En la HC, se han descrito al
menos 9 genes de histonas deacetilasas (HDAC), los cuales se agrupan en dos categorias
mayores: clase | y Il, con procesos totalmente opuestos. Asi, mientras HDAC |, inhibe genes
prohipertroficos, las HDAC Il actdan como anti-hipertréficos, «secuestrando» factores de

transcripcion implicados en la HC [9].

Recientes estudios demuestran que ratones carentes de genes HDAC 4, 5 y 9 (pertenecientes a
la clase Il) tienen una alta sensibilidad de responder a los estimulos mecanicos y de sobre carga
hemodinamica, y consecuentemente desarrollan HC patoldgica. Debido a la capacidad de estas
enzimas de unirse y de inhibir a MEF2c, un factor de transcripcion que promueve la expresion
génica de genes pro-hipertrofia (genes de respuesta tardia), en respuesta a un estimulo
prohipertroficos, dos cinasas inducibles por estrés- Ca®*/Calmodulina Proteincinasas Il (CaMK I1)
y proteincinasa D (PKD) fosforilan a HDAC 5 y 9; los HDAC fosforilados a continuacion enlazan a
14-3-3, que es una proteina chaperona que transporta los HDAC desde el nucleo hasta el
citoplasma; esto hace que ocurra una separacion entre los HDAC 5 y 9 de MEF2c, el cual es libre
para interactuar con p300, una acetil transferasa de histonas que promueve la transcripcién [16-
19]. Por otro lado, la HDAC 4 (perteneciente a la clase Il), funciona como un represor de MEF2 y

del factor de respuesta de suero (SRF) [16].

Estudios moleculares han revelado que la actividad de HDAC 4 depende de su estado de
oxidacién/reduccion: La oxidacion de HDAC 4 provoca un desplazamiento de la HDAC desde el
nucleo hasta el citoplasma, y la des represion de genes pro-hipertrofia [20, 21]. Ademas, la PKD
desencadena la escision proteolitica de HDAC 4 para producir un fragmento de HDAC 4 N-
terminal (HDAC 4-NT) que inhibe selectivamente la actividad de MEF2 pero no de SRF,

antagonizando la remodelacidn cardiaca sin afectar la supervivencia de cardiomiocitos [9].
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2.7. Tratamiento en la HC.

A pesar de conocer algunos de los factores que estan involucrados en el desarrollo de la HC, no
ha sido posible encontrar un tratamiento preventivo, que active el proceso de regeneracion, o
que se utilice como profilaxis en poblaciones vulnerables, los tratamientos existentes no estan
enfocados en restablecer la homeostasis del corazén [22]; aunque los trasplantes de corazdn

son la mejor opcidn, son muy costosos y por lo tanto poco accesibles [23].

Por tal motivo se siguen buscando alternativas, o nuevos tratamientos que generen un cambio
positivo en la evolucién de esta enfermedad, hay diversos tipos de investigaciones que buscan
relacionar la dieta con el riesgo de contraer enfermedades cardiovasculares los cuales pueden
ser ingeridos y producir efectos benéficos en contra de la HC, uno de ellos realizado en Espania,
donde se evalud la dieta de 1300 participantes y quienes tenian mayor adherencia a la dieta
mediterranea exhibieron un menor riesgo de padecer alguna enfermedad cardiovascular, cabe
sefialar que la dieta mediterranea se basa principalmente en la ingesta de grandes proporciones
de vegetales, cereales, granos, y aceite de oliva como aceite principal [24]. Por tal motivo se
sugiere que pacientes con predisposicion a contraer HC patolégica ingieran estos alimentos ya
gue contienen altas cantidades de boro y por tanto este agente pudiese actuar como agente

profilactico.

Es sabido que el boro se encuentra ampliamente en plantas principalmente en mayor
proporcién en las dicotileddneas, abundando mayoritariamente en las hojas, semillas y flores; el
aguacate (40-100ppm), alcachofa (40-150ppm), camote (30-150ppm), citricos (30-100ppm),
clavel y esparrago (40-150ppm), jengibre (50-140ppm), olivo (20-150ppm) poseen alto

contenido de este mineral en comparacidn con otras especies de vegetales [25].
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2.8. Compuestos de boro.

El boro es un elemento quimico que tiene el simbolo B, nimero atémico 5 y con masa atémica
de 10.811 g/mol. Es un elemento metaloide, semiconductor, trivalente, existe abundantemente
en el mineral bérax. El boro es un nutriente esencial en el metabolismo de las plantas, y, parece
tener un papel fundamental en el mantenimiento de la estructura de la pared celular (mediante

formacion de grupos cis-diol) y de las membranas [26].

Cientificamente no se ha demostrado que el boro sea una sustancia considerada esencial en la
dieta humana o que sea un requerimiento dietario en vertebrados e invertebrados, o al menos
de la misma importancia que ocupa en los vegetales, sin embargo el boro tiene efectos bien
definidos y puede ser de beneficio terapéutico [27]. El cuerpo humano contiene al menos 0.7
mg de Boro por kilogramo de peso. Una persona consume en su ingesta diaria alrededor de 0.8
a 2.5 mg de boro por kilogramo de peso, el exceso es eliminado facilmente a través de la orina.
Mossemant y col (1994) determinaron que el corazén tiene una concentracién basal de 0.04
ppm de boro, en la misma publicacién ellos informan que este es facilmente absorbido por

tejidos blandos, entre ellos, el corazon [28].

El bérax (NazB40O, borato de sodio o tetraborato de sodio, BX) es un cristal blanco y suave que
se disuelve facilmente en agua. Tiene un comportamiento anfétero en solucidn, lo que permite
regular el pH en disoluciones y productos quimicos en base acuosa, se origina de forma natural

en los depdsitos producidos por la evaporacion continua de los lagos estacionarios [9].

Los boratos son absorbidos alrededor del 95% en mamiferos, después de ingerirlos aparece con
rapidez boro en la sangre y en los tejidos corporales, la distribucién en el organismo parece

producirse por difusion pasiva en todos los liquidos del cuerpo [28].

Se ha demostrado que al suplementar la dieta de ratas con compuestos de boro aumenta la
actividad de enzimas antioxidantes tales como el aldehido deshidrogenasa, xantina oxidasa y
citocromo b5 reductasa [29, 30]. Ademas el nivel medio de malondialdehido (MDA) en sangre

disminuye y el nivel medio de glutatién (GSH) en sangre aumenta por la suplementacién de
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acido bédrico y BX en la dieta de ratas en comparacion con el control [31]. Otra determinacion
realizada muestran que a bajas dosis de compuestos de boro incrementan la actividad de

Superdéxido dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT) en eritrocitos [32].

Cuando el BX (4 mg/kg), fue administrado como fuente de boro, de forma oral en ratas, por tres
dias consecutivos en un intervalo de 24 h seguido de la administracion de tioacetamida, un
agente oxidante (400 mg/kg), el BX disminuyé el efecto deteriorante de la tioacetamida en el
higado evitando la falla hepatica por modulacién de los parametros del estrés oxidativo, esto
sugiere que el boro puede ayudar a mantener el balance oxidante/antioxidante de los tejidos

afectados [27].

Turkez et al, [33] en un estudio en contra de los metales pesados utilizaron cuatro dosis
diferentes de compuestos de boro, los cuales son: BX, Acido bérico (BA), Colemanite (COL) y
Ulexita (UX) en concentraciones de 5, 10, 15 y 20 ppm, los cuales llevaron importantes
alteraciones positivas en las actividades de las enzimas antioxidantes y el nivel de glutatidn total
(TGSH) en un cultivo primario de linfocitos. Ademas, encontraron que el BX (5y 10 ppm), COL (5
ppm) elevan significativamente las actividades disminuidas de las enzimas SOD, CAT y Glutation
peroxidasa (GSH-Px) por dosis bajas de compuestos metalicos. La disminucién de los niveles de
TGSH en eritrocitos inducidos por metales pesados puede prevenirse mediante la adicidn de BX,
COL, UX en concentraciones de 5 ppm y BA (5 y 10 ppm). Ademas, ellos indican que todas las
concentraciones de BX, BA, COL y UX (5, 10, 15 y 20 ppm) no causan ningun efecto genotéxico
en los linfocitos humanos en comparacion con los controles que no recibieron exposicion a los
compuestos del boro, ademas ellos corroboran que de acuerdo con la evidencia experimental,
que el boro en si, no es un antioxidante, sin embargo, fortalece el sistema de defensa
antioxidante del tejido, aunque se desconoce qué mecanismos estén involucrados en el proceso

[34].

10
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2.9. Cultivo celular.

En la actualidad, el uso de cultivos celulares estda aumentando debido a la versatilidad,
economia y conveniencia de la metodologia en comparacidon con experimentos con animales
completos [35]. Los experimentos con miocitos individuales han demostrado una gran
comprensién de su fisiologia celular y subcelular. Estos estudios han utilizado una variedad de
técnicas, incluyendo electrofisiologia, imagenes de calcio, mecanica celular, bioquimica de
proteinas, inmunohistoquimica y expresion en tiempo real de genes de interés [36]. El estudio
de los miocitos aislados en lugar de todo el corazén elimina otros tipos de células,
especialmente células endoteliales y fibroblastos, lo que reduce significativamente su
influencia[37], proporcionando mayor robustez a los resultados obtenidos. Ademas, los miocitos
neonatales cultivados se han convertido en uno de los sistemas mds versatiles para el estudio
de las funciones celulares cardiacas in vitro [38]. Otra gran ventaja es que los miocitos se
someten a una desdiferenciacién rapida - ciclo de re-diferenciacidén que tipicamente resulta en
un latido espontaneo por las células 20 h después de la siembra, mientras que los

cardiomiocitos adultos suelen requerir de estimulacidn para inducir la contraccién [38].

2.10. Induccién de Hipertrofia Cardiaca in-vitro.

Actualmente se han implementado diversas formas de inducir la HC en modelos in vivo e in
vitro. Una de las mas comunes es mediante la administracion de un agonista de los B
adrenoreceptores, tal es el caso del Isoproterenol (ISO), que se ha utilizado para activar los
receptores B adrenérgicos y desencadenar la respuesta hipertréfica, el cual ha sido probado
exitosamente en ambos modelos. En cuanto al modelo in vitro Liu y et al 2016 utilizaron una
concentracion de 10 uM de ISO para inducir la HC in vitro en cultivo primario de miocitos de
ratas neonatales, tales resultados fueron comparados con un modelo de HC in vivo obteniendo
resultados comparables en cuanto al incremento de tamafio en los miocitos y la elevada

expresion relativa de CaSR, CaMKIl y 3 ciclina, entre otros [2].

11
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3. Justificacion.

El corazén es el blanco de muchos factores de tipo, hormonal, metabdlico, genético y
epigenético; en respuesta, el corazén es capaz de modificar su estructura, sin embargo, este
cambio usualmente genera lesiones irreversibles en el microambiente, afectando

principalmente al miocito.

La HC es una afectacién del corazén que ocurre en respuesta a diferentes estimulos de
sobrecarga hemodinamica, asi como también de diferentes enfermedades cardiovasculares,
como lo son, enfermedad vascular periférica, hipertensiéon vascular, cardiopatia coronaria
(infarto de miocardio), insuficiencia cardiaca, cardiopatia congénita etc. En el mundo, las
enfermedades cardiovasculares son responsables de aproximadamente 17 millones de muertes
por afio, casi un tercio del total (WHO 2008), afectando por igual a hombre y mujeres, sin

importar la edad, incluyendo desde los infantes hasta los ancianos.

Por tal motivo, se han buscado nuevas alternativas para la prevencién y el tratamiento de la HC.
Actualmente existen numerosas evidencias que involucran al estrés oxidativo en el desarrollo de
la HC patoldgica y en la progresién a Insuficiencia Cardiaca [8]. Por otro lado estd bien descrito
gue los compuestos de Boro tienen un efecto protector en contra de las especies reactivas de
oxigeno, elevando la actividad de las enzimas antioxidantes, por lo que es probable que al
exponer a las células con compuestos de boro, las enzimas antioxidantes estén preparadas para

contrarrestar el estrés oxidativo evitando el desarrollo de la HC.

12
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4. Hipotesis.

El bérax tiene un efecto cardioprotector en los miocitos de cultivo in vitro y evita el desarrollo

de la hipertrofia cardiaca inducida por Isoproterenol.

5. Objetivos.

5.1.  Objetivo principal.

Evaluar el efecto del bérax en cultivo primario de miocitos sometidos a un estimulo hipertrofico.

5.2.  Objetivos secundarios.

e Establecer las condiciones de desarrollo de cultivo primario de miocitos.

e Establecer las concentraciones adecuadas de exposicién del cultivo primario de miocitos
al borax.

e Establecer las concentraciones de Isoproterenol para inducir una respuesta hipertréfica
en el cultivo primario de miocitos.

e Evaluar el efecto cardioprotector y competitivo del bérax en cultivo primario de miocitos

hipertroficos.

13
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6. Materiales y Métodos.

Esquema general. En la Figura 3, se muestra el procedimiento utilizado en el presente trabajo,
el cual consta de una fase de estandarizacién de condiciones de exposicién y la fase de ensayos,

de cardioproteccion y competitivo.

Figura 3. Diagrama experimental.

14
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6.1. Aislamiento y cultivo de miocitos in vitro.

Las muestras de tejido para el aislamiento de miocitos, se obtuvieron de ratones neonatos CD1
(sin diferenciar sexo) de 0 a 2 dias de edad proporcionados por el Bioterio de la Universidad
Panamericana; el sacrificio fue realizado por decapitacién, sin administraciéon previa de
anestesia, a cada raton se le hizo una incisién a nivel de térax para extraer el corazon, el cual fue
colocado en una solucién PBS 1% — EDTA 0.5% — Antibidtico 1X (100 U de Penicilina, 100 pg de
Estreptomicina, 0.25 pg Anfotericina) posteriormente los corazones fueron disectados, lavados
3 veces con PBS 1% — EDTA 0.5% estéril [38], posteriormente se utilizé el kit comercial Neonatal
Heart dissociatioin Kit mouse and rats (MACS, Miltenyi Biotec, ciudad, USA) para la disgregacion

del tejido y la obtenciéon de los miocitos de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los miocitos obtenidos se resuspendieron en medio de cultivo (DMEM + 10% SFB + antibidtico
1X) para obtener una concentracién final de 20,000 células/mL, y fueron sembrados 2 mL por
caja Petri de 35 mm (P35) y 500 pL en portaobjetos con cdmara de cultivos de 8 pozos; las
células sembradas fueron 40,000 células/placa en P35 y en los portaobjetos con camaras de
cultivo de 8 pozos 25,000 células/pozo segln el ensayo que se realizd. Los cultivos primarios de
miocitos se incubaron a 37 °C con una atmosfera de CO; al 5% por 24 h para que las células
fueran adheridas a la superficie de la placa; cumpliéndose este tiempo se realizaron 5 lavados
con PBS 1 % estéril, al finalizar los lavados se incubaron en medio de cultivo DMEM + 10 % SFB +

Antibidtico 1 X, durante 24 h mas para alcanzar una confluencia de 75%.

6.2.  Evaluacidn de las concentraciones de bdrax en cultivo primario de miocitos.

Los cultivos de miocitos al 75% de confluencia, fueron tratados con BX (ALDRICH, Missuri, USA)
en concentraciones de 0, 13, 26 y 39 uM con tiempos de exposicién de 24, 48 y 72 h [33]. Se

realizaron estudios histoldgicos, mediciones micrométricas e inmunofluorescencia.
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6.3. Induccidn de hipertrofia cardiaca en cultivo primario de miocitos con isoproterenol.

Los cultivos al 75% de confluencia celular, fueron tratados con I1SO (ALDRICH, Missuri, USA) a
partir de 0, 5, 10 y 15 uM con tiempos de exposicién de 24, 48 y 72 h esto en base al
experimento realizado por Liu y col 2016 [2]. Se realizaron estudios histolégicos, mediciones
micromeétricas e inmunofluorescencia para determinar la concentracion adecuada que induce el

estimulo hipertroéfico.

6.4. Ensayos de cardioproteccidon y competitivo en cultivo primario de miocitos.

Para evaluar el efecto cardioprotector y competitivo del BX en cultivos primarios de miocitos

hipertréficos se evaluaron diferentes combinaciones como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Descripcion de ensayos cardioprotector y competitivo

Control BX ISO CARDIOPROTECTOR COMPETITIVO

BX 13 uM/24 h
BX13 uM/24h ISO 10uM/24h  después
ISO 10 uM/24 h

SIN TRATAMIENTO
incubado por 24 h

BX13 uMy
ISO 10 uM/24 h

BX 13 uM/24 h
BX 13 uM/48 h  ISO 10uM/24 h  después
1SO 10 uM/24 h

SIN TRATAMIENTO
Incubado por 48 h

BX13 uMy
ISO 10 uM/48 h

BX 13 uM/24 h,
BX 13 uM/72h I1SO 10 uM/24 h  después
1SO 10 uM/24 h

SIN TRATAMIENTO
Incubado por 72 h

BX13 uMy
ISO 10 uM/72 h

6.5. Tincidn por hematoxilina y eosina y analisis morfométrico.

Una vez finalizado los tratamientos, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% por 24h, y
post-fijadas con etanol al 70%. Posteriormente las células se hidrataron con agua destilada por 5
minutos. Se empledé hematoxilina y eosina (Anexo Il. a.), para tedir el citoplasma y nucleos,
respectivamente. Se empled PBS-Glicerol 1:1 como medio de montaje [39]. Se capturaron 5
micrografias por grupo con aumento de 10 X (100 aumentos reales) empleando un microscopio
de epifluorecencia (Zeis, Oberkochen, Alemania). Se usé el programa Axio-Vision (4.8spl (12-

2011) Alemania) para determinar el area celular.
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Para los estudios morfométricos se midieron 100 células por cada grupo, se establecieron los
promedios a partir del control (crecimiento basal del miocito), a partir de dicho promedio, se

determind la ganancia se empled la siguiente formula:

(Promedio de tamafio del grupo tratado

Ganancia = ( * 100) + 100

Pomedio del tamafio del grupo control
6.6. Inmunofluorescencia

Las células previamente fijadas con paraformaldehido al 4% y post-fijadas con etanol al 70%,
fueron permeabilizadas con PBS 1%-Tritén X 100 0.05%. El reconocimiento inespecifico de las
proteinas fueron reducidas con bloqueador universal (Universal blocking reagent Power Block™
Biogenex, California, USA). Los anticuerpos primarios (Santa Cruz Biotechnolgy, Texas, USA)
fueron incubados 1 h a temperatura ambiente en una cdmara hiumeda con agitacion suave, los

anticuerpos primarios empleados para cada determinacion se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2 Proceso celular determinada por anticuerpos

Analisis Anticuerpo primario

Actividad apoptadtica Tunel (anti-Digoxigenina)

Proliferacién Anti-PCNA

Factores de transcripcion Anti-GATA4, Anti-Nkx2-5, Anti-MEF2c, Anti-NFAT, Anti-CDK9, Anti-Miogenina.

Posteriormente, se incubd el anticuerpo secundario acoplado a un fluoréforo Alexa Fluor
(Termo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) por 1 h a temperatura ambiente. Los nucleos
fueron tenidos con Draq7 (BioStatus, Leicestershire, United Kingdom) durante 20 min y se
empled PBS-Glicerol 1:1 como medio de montaje, los cubreobjetos fueron sellados, para
facilitar la observacion. Las muestras se analizaron empleando un microscopio confocal y como
programa de captura Zen 2009, la lectura de los anticuerpos secundarios fue a 488 nm y 594 nm
[39]. Se cuantificaron 5 micrografias para cada anticuerpo capturadas con 40 X (400 aumentos

reales).
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Para determinar el porcentaje relativo de expresién se consideré como 100% el nimero total de
nucleos marcados con DQ7 en las 5 micrografias, posteriormente se contabilizaron los nucleos
gue presentaban la expresidon para cada anticuerpo y con esta cantidad se procedié a

determinar el porcentaje relativo de expresién.

6.7. Extraccion de ARN.

Una vez finalizado los tratamientos, se retird el medio de cultivo, el cultivo celular se lavo 3
veces con PBS 1%. Las células se disgregaron utilizando tripsina 0.05% por el método descrito en
el apéndice (II. c.) las células se colectaron en microtubo de 1.5 mL y se almacenaron a -70 °C
hasta que se colectaron todas las muestras. Posteriormente se utilizd el protocolo de extraccién
de ARN utilizando el reactivo TRizol Reagent™ (Invitrogen Life, Massachusetts, USA) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. El botén de ARN obtenido fue hidratado con 15 plL de agua
libre de ARNsas, y se incubd a 55 °C durante 15 minutos. La concentracién y pureza del ARN fue
cuantificado por espectrofotometria midiendo la absorbancia a 260 nm, ademas, la calidad de Ia
extraccién se verific6 mediante valores superiores de 1.9 de la relacién de absorbancias

Az60/A280. El ARN obtenido se almacend a -70°C hasta su uso [39].

6.8. Sintesis de ADNc

Para la sintesis del ADN complementario, se empled 1 ug de ARN total en un volumen final de
20 pL. La mezcla de reaccién contenia Hexameros 25 uM (Biobasic ®, Ontario, Canada), Reverse
Transcription Buffer 1X (Biobasic ®, Ontario, Canadd), dNTPs 1 uM (Promega ®, USA), Inhibidor
de RNAsas 20 U (Fermentas ®, Massachusetts, USA) y 100 U de MuLV Reverse Transcriptase
(Biobasic ®, Ontario, Canada). La reaccién de transcripcion reversa se realizd bajo las siguientes
condiciones: 25°C durante 15 min, 37°C durante 60 min y 70°C por 15 min. Al finalizar se
afadieron 30uL de agua libre de nucleasas teniendo un volumen final de 50uL con una

concentraciéon de 20 ng/uL de ADNc [39].
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6.9. Analisis de expresion mediante qPCR tiempo real.

Los niveles de expresién de los mensajeros de c-Myc, c-Fos, c-Jun (genes de respuesta temprana
en la HC) se analizaron por qPCR tiempo real, y se utiliz6 como gen constitutivo a GAPDH, las
secuencias de los iniciadores tanto sentido como anti sentido se encuentra detallados

anteriormente en la Tabla 3

Tabla 3. Secuencia de iniciadores de raton.

Iniciadores Sentido Antisentido

C-Myc. GCC CAG TGA GGA TAT CTG GA ATC GCA GAT GAA GCT CTG GT
C-Fos. CTCCCG TGG TCA CCT GTACT TTG CCT TCT CTG ACT GCT CA
C-Jun. AAA ACCTTG AAA GCG CAA AA CGC AACCAG TCA AGT TCT CA
GADPH ATG GTG AAG GTC GGT GTG AAC GGTTACCAG GGCTGCCTITC

Los perfiles de expresion de los genes fueron visualizados con SyBR-Green como método de

deteccidn. Las condiciones del termociclador se programaron de acuerdo con la figura 4.

1 ciclo 1 ciclo

Figura 4. Condiciones del termociclador.

La gPCR se realizd en un sistema Mx30005Tm (termociclador), utilizando el software MxPro

QPCR version 3.00 (Agilent Technologies, USA).

El volumen final de la reaccion fue de 20 pL que contenia lo siguiente a concentraciones finales:
SyBR-green Universal PCR Master Mix 1X (Applied Biosystems ®, California, USA), iniciador
sentido 0.4 uM (IDT ®, USA), iniciador antisentido 0.4 uM (IDT ®, USA), 50 ng de cDNA uM (IDT

®, USA) y agua libre de nucleasas.
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Los iniciadores c-Myc, c-Fos y c-Jun se disefiaron con el programa bioinformatico Primer3
(http://promer3.ut.ee) utilizando como templado la secuencia del gen de ratén. Sintetizados a
una concentracién de 100 nmol, 20 pb cada uno, las secuencias de los iniciadores tanto sentido

como anti sentido se encuentra detallados anteriormente en la Tabla 3.

La expresidn relativa de los mensajeros determinada por qPCR se establecid por el método 2Act

tomando como constitutivo al gen GAPDH [39].

6.10. Analisis estadistico.

Se realizaron estudios de comparacién cohortes prospectivo utilizando el programa estadistico
SPSS Statics v.25 (SPSS Inc. Chicago, USA). Se realizd andlisis de varianza de un factor (ANOVA),
previa evaluacién de la homogeneidad de las varianzas de cada grupo con la prueba de Levene.

Para la comparaciéon de grupos (analisis post hoc) se empled la prueba de Dunnet.
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7. Resultados y Discusion.

7.1.  Efecto del bérax sobre cultivos primarios de miocitos.

Debido a la carencia de estudios sobre el posible papel benéfico del BX en células cardiacas y
con la finalidad de determinar si este compuesto modifica la actividad de los miocitos in vitro, se
analizaron el efecto de las concentraciones 13, 26 y 39 uM de BX, de acuerdo a un trabajo

previo realizado para leucocitos [34].

7.1.1. Analisis de la proliferacion/viabilidad de los miocitos en cultivo primario tratados

con BX.

En la figura 5 A, se muestra que las diversas concentraciones de BX favorecieron la capacidad de
proliferacion de los miocitos (PCNA), y su cambio fue en promedio 40% mayor que la
determinada en el grupo control a las 24 h, cabe destacar que 13 uM de BX favorecié la
proliferacién en todos los tiempos de exposicidn. Al incrementar la concentracién de BX (26 y 39
KUM) la capacidad de proliferacién supera al cultivo control en un 30%, pero dicha capacidad no
se mantiene relativamente constante con respecto al tiempo. Esto nos podria indicar que el BX
puede contribuir a la regeneracién de tejido cardiaco, esto se explica debido a que PCNA es un
marcador de proliferacidon en la etapa G1 y S1 de la division celular y al ser activado induce la

division celular [40].

En la figura 5 B podemos observar que la viabilidad de los miocitos tratados con BX 13 uM no se
cambid en un intervalo de tiempo de 24 hasta 168 h, este siempre fue estadisticamente igual al
control. Notamos que el porcentaje de viabilidad se mantiene estable entre 30 y 40% a lo largo
del analisis, este porcentaje relativamente bajo puede deberse al estrés ocasionado durante la
disgregacion celular y en los lavados que se tienen que realizar a las células antes del

tratamiento con azul de tripano para determinar la viabilidad [38].
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Figura 5. Andlisis de proliferacion y viabilidad de miocitos tratados con BX.

A) Porcentaje de células positivas a PCNA (antigeno nuclear de proliferacion) B) Porcentaje de viabilidad celular.

* representa un valor estadisticamente significativo comparado con el control, con un valor de p<0.05 para todas
las unidades experimentales.

En la Figura 6 se muestra el analisis de la expresion de GATA4/PCNA por inmunofluorescencia
en miocitos expuestos durante 24 h a las concentraciones de 13, 26 y 39 uM de BX. Note la
presencia de GATA4 en los cultivos tratados con BX vs el control, note también que las células
tratadas con BX dan positivo a PCNA y colocalizan con GATAA4. Esto indica que el mecanismo de

divisién y diferenciacién celular esté activado desde las 24 h sin embargo esto no indica que la

célula se divida [41].
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Figura 6. Andlisis de la expresion de GATA4/PCNA por inmunofluorescencia en miocitos expuestos durante 24 h a las
concentraciones de 13, 26 y 39 uM de BX.

Las flechas blancas indica colocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.

En la Figura 7 se muestra el analisis de la expresién de GATA4/PCNA por inmunofluorescencia
en miocitos expuestos durante 48 h a las concentraciones de 13, 26 y 39 uM de BX. Observe que
la expresion de GATA4 se colocaliza en los cultivos tratados con BX y que conforme aumenta la

concentracion de BX aumenta la intensidad de GATA4. Sin embargo no todas las células dan

positivo a GATA4 y aproximadamente la mitad colocaliza, esto podria indicar que para 26 y 39
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UM de BX se estd suprimiendo la expresion de este gen, aun no hay en la bibliografia

investigaciones referentes a este efecto.

Figura 7. Andlisis de la expresion de GATA4/PCNA por inmunofluorescencia en miocitos expuestos durante 48 h a las
concentraciones de 13, 26 y 39 uM de BX.

Las flechas blancas indica colocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.

En la figura 8 se muestra el analisis de la expresion GATA4/PCNA por inmunofluorescencia en
miocitos expuestos durante 72 h a las concentraciones de 13, 26 y 39 uM de BX. Note que

GATA4 empieza a dar positivo en el control, lo que posiblemente signifique que los miocitos

estén empezando a generar una respuesta hipertrofica causado por el estrés ocasionado en la
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disgregacion celular [38]; Ademas existe una pérdida de la intensidad de GATA4 y PCNA en 13 y
26 uM de BX, esto claramente indica que el BX a estas concentraciones estd dejando de ejercer
un efecto en la proliferacidn celular a las 72 h de exposicidn, mientras que a 39 uM la intensidad
aun es alta, esto podria ser un indicio de que el miocito retuvo al BX en su interior y este
compuesto esté ejerciendo un efecto a tiempos prolongados, el mecanismo por el cual el
miocito almacene al BX no se encuentra dilucidado y aun no hay en la bibliografia

investigaciones referentes a este efecto.

Figura 8. Andlisis de la expresion de GATA4/PCNA por inmunofluorescencia en miocitos expuestos durante 72 h a las
concentraciones de 13, 26 y 39 uM de BX.
Las flechas blancas indica colocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.
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7.1.2. Analisis del incremento de tamafio de los miocitos en cultivo primario tratados con

BX.

En tabla 4, se describe el incremento de tamano de los miocitos al ser tratados con BX, notamos
que 26 y 39 uM se estimula su aumento en tamafio, cabe sefalar que dicho incremento se
favorecié conforme aumento el tiempo de exposicidn, fue significativamente mayor con
relacién al control con un nivel de p<0.05. Por el contrario el crecimiento determinado en los
miocitos tratados con 13 uM de BX fue similar al grupo control, mejora la viabilidad, favorece la
proliferaciéon (figura 1). Esto puede deberse a la capacidad antioxidante del BX, ya que podria
estar participando en la reduccién del estrés mecdnico (disgregacién) ocasionado durante la
generacién del cultivo primario [35]. Cabe mencionar que cuando la concentracion de BX
incrementa, los miocitos también incrementan en tamafio, sin embargo este tamafo no es lo
suficientemente grande para considerarlo como hipertrdéfico patolégico y de acuerdo con los
hallazgos obtenidos en el andlisis de proliferacidon esto podria indicar que tal vez los miocitos

estén desarrollando una respuesta hipertréfica fisioldgica o favorable.

Tabla 4. Valores de tamaiio de los miocitos cultivados in vitro con diferentes concentraciones de BX.

*representa un valor estadisticamente significativo comparado con el control de 24 h, con un valor de p<0.05 para
todas las unidades experimentales.
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7.1.3. Analisis histologico de los miocitos en cultivo primario tratados con BX.

En la Figura 9, se muestran las micrografias de cultivo de miocitos tratados con BX. Notamos
que 13 uM de BX no modifica la estructura de los miocitos sin importar el tiempo de exposicion,
por el contrario en los miocitos tratados con 26 y 39 uM de BX, se observé un incremento de
tamafio del nucleo y del citoplasma, con cromatina laxa o eucromatina, lo que refleja su alta
actividad transcripcional. La alta capacidad proliferativa evaluada en 13, 26 y 39 uM de BX
podria ser un indicio de que los miocitos estdn teniendo una adaptacion favorable, esto indica
que existe una respuesta hipertréfica, para determinar que esta hipertrofia es fisioldgica o
patoldgica se tienen que realizar otros experimentos, principalmente en un modelo in vivo
donde se pueda observar la respuesta en el corazén. A una concentracion de 13 uM se observa

la mejor respuesta del miocito a exposiciones prolongadas con el BX.

Control

Figura 9. Micrografias de cultivo de miocitos tratados con 13, 26 Y 39 uM de BX a 24, 48 'y 72 h de exposicion.
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7.2. Induccidn de hipertrofia cardiaca en cultivos primarios de miocitos.

Para para determinar la mejor respuesta hipertréfica a tiempos prologados de 24 a 72 h se
evaluaron tres concentraciones de I1SO que con anterioridad se habia establecido un modelo in-
vitro de HC [2], ellos analizaron la concentracion de 10 uM y sin embargo solo evaluaron la tasa
de crecimiento con la presencia de CaMKIl y CaSR (Receptor sensor de calcio), relacionada con
la via de sefalizacion CaMKKB -AMPK-mTOR, via que se ve activada durante la administracion
de ISO por 48 h en cultivo primario de miocitos de ratas neonatales [2].

7.2.1. Anailisis de la proliferacidon/viabilidad de miocitos en cultivo primario tratados con

ISO.

En la figura 10 A se muestra el gréfico con los porcentajes relativos de proliferaciéon de los
miocitos expuestos a las concentraciones de 5, 10 y 15 uM de ISO. Estos valores muestran que
la capacidad de proliferaciéon de los miocitos se disminuye cuando se incrementd la
concentracion de ISO (10 y 15 uM). Es importante destacar que con una concentracion de 5 uM
de ISO existe una respuesta favorable en la proliferacién, incrementa la proliferacion celular
hasta las 48 h de exposicion, pero dicha proliferacion disminuye a un 50 % al incrementara 72 h
de exposicion de los miocitos, esto puede ser debido a que el ISO estimula la via de los -
adrenoreceptores del miocito lo que a concentraciones bajas induce la divisién celular , este
farmaco es utilizado en algunos procedimientos para el aislamiento y cultivo in-vitro de miocitos
a concentraciones muy bajas [38], sin embargo a concentraciones mas altas se ha utilizado para

inducir una respuesta hipertréfica tanto in vivo como in vitro [2].

De acuerdo con la figura 10 B podemos observar que la viabilidad de los miocitos tratados con
ISO 10 uM se reduce el 15% aproximadamente desde 24 hasta 168 h, cabe mencionar que la
viabilidad siempre fue menor a la determinada en el control. Lo que indica que efectivamente a
estas concentraciones existe una alteracion negativa en estas células. Por lo que ademas de que

el ISO hace crecer a los miocitos, este les esta generando un decaimiento en la poblacién total.
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Figura 10. Andlisis de proliferacion y viabilidad de miocitos tratados con ISO.

A) Porcentaje de células positivas a PCNA (antigeno nuclear de proliferacion), B) Porcentaje de viabilidad celular. *
representa un valor estadisticamente significativo comparado con el control, con un valor de p<0.05 para todas las
unidades experimentales.

En la figura 11 se muestra el analisis de la expresién de GATA4/PCNA por inmunofluorescencia
en miocitos tratados 24 h con ISO. Note que la pérdida de expresion del marcador PCNA en el

grupo de estudio tratados con ISO 10 y 15 puM. EI ISO estd provocando que las células pierdan su

capacidad proliferativa al suprimir la presencia de PCNA [40].
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Figura 11. Andlisis de la expresion de GATA4/PCNA por inmunofluorescencia en miocitos expuestos durante 24 h a
las concentraciones de 5, 10 y 15 uM de ISO.

Las flechas blancas indica colocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.

En la figura 12 se muestra el analisis de la expresién de GATA4/PCNA por inmunofluorescencia
en miocitos tratados 48 h con ISO. Note que se presenta una ligera elevacion en la expresion del
marcador PCNA en los grupos de estudios tratados con ISO 10 y 15 uM. Lo que indicaria que el

miocito trata de producir una respuesta adaptativa a este estimulo, sin embargo no es capaz de

contrarrestar este dafo producido, el cual supera su capacidad de adaptacién [2].
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Figura 12. Andlisis de la expresion de GATA4/PCNA por inmunofluorescencia en miocitos expuestos durante 48 h a
las concentraciones de 5, 10 y 15 uM ISO.

Las flechas blancas indica colocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.

En la figura 13 se muestra el analisis de la expresién de GATA4/PCNA por inmunofluorescencia
en miocitos tratados 72h con I1SO. Ademas la perdida de expresién del marcador GATA4 en el
grupo de estudio tratado con ISO 10 y 15 uM. También fue evidente la perdida de expresién del
marcador PCNA en los grupos de estudio tratados con ISO 10 y 15 uM. Esto indica que la
respuesta hipertrofica a 10 y 15 uM solo se da a las primeras 48 h de exposicién a ISO, mientras

que a 5 uM esta respuesta molecular apenas empieza.
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Figura 13. Andlisis de la expresion de GATA4/PCNA por inmunofluorescencia en miocitos expuestos durante 72 h a
las concentraciones de 5, 10 y 15 uM de ISO.
Las flechas blancas indica colocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.

Es importante mencionar que no hay en la bibliografia un analisis en el que se determine la

expresion tanto de GATA4 y PCNA en conjunto a tiempos prolongados.
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7.2.2. Analisis del incremento de tamafio de los miocitos en cultivo primario tratados con

ISO.

Todas las concentraciones utilizadas de 1SO (Ver tabla 5) favorecieron el incremento de tamafio
celular, con relacién al control. Interesantemente con 5uM de ISO el miocito superd solo el 30%
de su tamafio en comparacion al control a las 24 h, pero al incrementar el tiempo de exposicion
la ganancia de tamafio no se favorecid. Por otro lado, 10uM de ISO estimula el crecimiento
hasta un 63.7%, 87% y 75% mas en relacion con el control conforme aumenta el tiempo de
exposicion (24, 48 y 72h respectivamente). Con 15 uM de ISO fue notable el incremento de
volumen similar a las concentraciones de 10 pM. Esta determinacién no se habia realizado con

anterioridad en cultivo in-vitro.

Tabla 5. Valores de tamaiio de los miocitos cultivados in vitro con diferentes concentraciones de ISO.

*representa un valor estadisticamente significativo comparado con el control de 24 h, con un valor de p<0.05 para
todas las unidades experimentales.

En base a lo anteriormente descrito en la literatura se considera HC al incremento del 60 % del
volumen del tejido in-vivo por encima del volumen normal [7], por lo que de acuerdo con los
porcentajes de incremento obtenidos en este ensayo encontramos que poco después de las 24
h de exposicién con ISO a 10 uM se logra una respuesta hipertrofica; en concordancia con el
analisis de proliferacién se puede confirmar que el estimulo induce una hipertrofia patoldgica
puesto que el porcentaje relativo de proliferacién se ve afectada a 10 y 15 uM de ISO. Con una
concentracion de 10 uM los miocitos se mantienen en incremento de tamano estable a las 48 y
72 h de exposicion, sin embargo a 15 uM esta hipertrofia sigue en aumento, lo que implica que

las células pronto entraran en apoptosis.
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7.2.3. Analisis histologico de los miocitos en cultivo primario tratados con ISO.

En la Figura 10 se muestra las micrografias de cultivo de miocitos tratados con ISO. Observe la
ganancia de citoplasma cuando los miocitos son tratados con ISO 10 uM desde las 24 h. En
términos generales en los miocitos tratados con ISO observamos células irregulares con un
nucleo grande, con eucromatina que refleja una alta actividad transcripcional [42]. Sin embargo
no es posible observar los sarcomeros ni su disposiciéon espacial en el citoplasma. A una
concentracion de 15 uM a 72 h de exposicidén las células presentan morfologia de células
senescentes [43]. Por lo que a una concentracion de 10 uM ISO se genera una respuesta

hipertrofica atil para realizar otros estudios empleando como modelo estd concentracion.

Figura 14. Micrografias de cultivo de miocitos tratados con 5, 10y 15 uM de ISO a 24, 48 y 72 h de exposicion.
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7.3.  Analisis in vitro del ensayo de Cardioproteccion en miocitos sometidos a un

estimulo hipertréfico.

Una vez establecidas las concentraciones para estandarizar el modelo de HC en cultivo primario
de miocitos neonatales y con la finalidad de determinar si BX ejerce un efecto protector en los
miocitos ante un estimulo hipertréfico, realizamos estudios de cultivo in vitro, tratando a los
miocitos con BX antes del tratamiento con ISO. Para evaluar si este agente podria interferir o
impedir el desarrollo de la HC. Para ello, evaluamos miocitos previamente tratados con 13 uM
de BX por 24h y después sometidos al estimulo hipertréfico con ISO 10 uM a tiempos de
exposicion de 24,48y 72 h.

7.3.1. Tasa de proliferacion vs apoptosis en miocitos.

En la figura 15 A se puede notar que la proliferaciéon determinada por la presencia de PCNA fue
del 100 % en los miocitos previamente tratados con BX y sometidos a un estimulo hipertrofico a
las 24 h. Cabe mencionar que la presencia de PCNA fue observa después de 48 y 72 h en mas del
80% de los miocitos. Esté proceso fue corroborado cuando se analizd la actividad apoptética
mediante la técnica de TUNEL (figura 3B) el cual tuvo diferencias significativas (p<0.05) desde las
24 hasta las 48 h con respecto al control. De esta manera, encontramos que BX regula el
crecimiento del miocito como sefial de inicio de hipertrofia, también observamos que favorece

su actividad mitdtica.

En la figura 15 B se muestra el grafico que indica el porcentaje relativo de apoptosis en los
miocitos, note que los miocitos previamente tratados con BX y después sometidos al estimulo
hipertroéfico no presentan indices de apoptosis, mientras que el grupo tratado solo con BX24 hy
después agregarle solo medio de cultivo este si presenta en un 50% a las 48 h, sin embargo este
porcentaje es significativamente menor que el presentado en el control a ese tiempo. Esto

indica que el BX administrado como protector esta reduciendo la apoptosis en los miocitos.
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Figura 15. Andlisis de proliferacion y apoptosis en miocitos en ensayos cardioprotector y competitivo.

A) Porcentaje de proliferacion en miocitos.

B) Porcentaje de Apoptosis en miocitos. Note que los miocitos tratados con ISO presentan una disminucion
significativa en la proliferacion celular Ademds no se localizaron miocitos apoptdticos. El ensayo competitivo se
describe y analiza mds adelante.

*representa un valor estadisticamente significativo comparado con el control, con un valor de p<0.05 para todas las
unidades experimentales.
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7.3.2. Analisis in vitro del incremento de tamaiio de los miocitos.

En la tabla 6 se observa que los miocitos al ser tratados con BX por 24 h antes del estimulo
hipertréfico por 24 h, la ganancia de tamafo fue solo del 16.1% en comparacién con el control,
aunque este valor es significativamente mayor que el control este aun es 0.5 menor que el
tamafio alcanzado por los miocitos que no recibieron un pretratamiento con BX por 24 h. Cabe
destacar que el efecto de BX parece regular el crecimiento pese al estimulo hipertréfico
prolongado a las 48 y 72h, puesto que las células se mantuvieron en un rango de tamafio que
oscila en 3,400 um?, mientras que el cultivo control siguié incrementando de tamafio como
usualmente ocurre en cultivo primario. El hecho de que se den valores negativos en el
incremento de tamafio indica que los miocitos ya no estdn cambiando de area y se estan
manteniendo al mismo tamafo observado en el momento de la primera medicidén incluso estos

valores son iguales al control a 24 h.

Tabla 6. Valores de tamafio de los miocitos cultivados in vitro en ensayos cardioprotector y competitivo.

*representa un valor estadisticamente significativo comparado con el control, con un valor de p<0.05 para todas las
unidades experimentales.

7.3.3. Analisis histoldgico.

En la figura 16 se muestran los cambios histoldgicos de los miocitos previamente tratados con
BX a 13 uM y sometidos a un estimulo hipertréfico. En términos generales observamos células
irregulares con alta actividad mitética, poco incremento de citoplasma, similar al control. Los
tratamientos con BX y en el ensayo de Cardioproteccion muestran un fenotipo similar al control,
lo que indica que los miocitos no estan siendo alterados a pesar de recibir el estimulo

hipertrofico, el ISO no esta generando ningun efecto negativo.
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Figura 16. Micrografias de cultivo de miocitos de ensayo cardioprotector y competitivo.
Observe la ganancia de citoplasma cuando los miocitos son tratados con ISO 10uM desde las 24 h. Note en ambos ensayos
(cardioprotector y competitivo) no se logra observar una diferencia en el tamario de las células comparadas con el control.

7.3.4. Analisis de expresion de genes de respuesta temprana a la HC.

En la figura 17 A, podemos notar que el mensajero de c-Myc, se sobre expresa desde las 24
hasta las 72 h en relacién con el control (3.6, 3.6, 10.5 veces mas respectivamente). Por lo que
respecta al mensajero de c-Fos (figura 17 B), su expresién se mantiene por debajo del control
desde las 24 h hasta las 48 h, pero a las 72 h alcanza niveles de expresidn superiores al control
(10.5 veces mds). La misma respuesta de sobreexpresion fue encontrada al evaluar el mensajero
de c-Jun (figura 17 C) a las 72 h (9.8 veces mas que el control). Lo que indica que la maquinaria
de respuesta temprana a la hipertrofia [22] si se estd activando en cuanto a c-Myc, pero el BX
parece reprimir a los mensajeros de c-Fos y c-Jun y esta debe ser la razén por la cual no se
desencadene todo el mecanismo de respuesta hipertréfica pues en el analisis anterior vemos

gue el miocito no incrementa de tamano.
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Figura 17. Andlisis de la expresion de marcadores de respuesta temprana en miocitos en ensayo cardioprotector y
competitivo.

A) Expresion relativa de c-Myc en miocitos. B) Expresion relativa de c-Fos en miocitos. C). Expresion relativa de c-Jun
en miocitos. Los valores presentados indican el 2Act de cada tratamiento. *representa un valor estadisticamente
significativo comparado con el control.
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7.3.5. Analisis de factores de transcripcion de respuesta tardia a la HC.

En la figura 18 se muestra el porcentaje de expresion relativa de los genes de respuesta tardia a
la hipotrofia. Mediante inmunofluorescencia se determind que GATA-4, MEF2c, NFAT,
Miogenina y Nkx2-5 esta presenten en mas del 92 % de los miocitos previamente tratados con
BX y sometidos a un estimulo hipertréfico por 24 h (con diferencias significativas p<0.05 en
todas las unidades experimentales), de forma interesante la expresion de NFAT, GATA-4 y Nkx2-
5 disminuyd hasta el 0%, 9% y 40% respectivamente, en las células cuando el estimulo
hipertréfico duro 48h. Encontraste a las 72h, solo MEF2c, Nkx2-5 y NFAT fueron determinados
en los miocitos. CDK9, solo fue encontrado a las 48h en el 88% de las células sin presentar
diferencias significativas (p<0.05) comparado con el control. BX por si solo favorece la expresion
del mensajero de c-Myc, dicha expresion podria estar correlacionada la presencia de GATA4,

determinada por inmunofluorescencia.

Diversas investigaciones sugieren que GATA4 es un regulador suficiente para la generacién de
HC [44, 45], sin embargo también se ha demostrado que GATA4 requiere de una modificacidn
postraduccional (fosforilacion) regulada por otros factores de transcripcién tales como MEF2c,
Csx/Nkx2-5 (factor de transcripcién homeobox cardiaco Csx/Nkx2-5), NFAT entre otros [45]. BX
podria reducir la actividad de esta cascada, debido a que puede fosforilarse y de esta forma son
capaces de secuestrar a GATA4, evitando la sinergia con los otros factores de transcripcion
antes mencionados. Ademas BX (Na;Bs07) en disolucién al liberar iones sodio y capturar iones
de calcio intracelular, podria reducir la actividad de la calceneurina, proteina implicada en Ila
desfosforilacion de NFAT, al acoplarse con DAG [6]. Por tanto NFAT al no ser desfosforilado no
se asocia a MEF2c, y la falta del grupo fosfato limita la actividad de GATA4, evitando la sintesis

excesiva de proteinas del sarcomero.
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Figura 18. Andlisis de la expresion de marcadores de respuesta tardia en miocitos en ensayos cardioprotector y
competitivo.

A). Expresion de GATA4 en miocitos. B). Expresion de MEF2c en miocitos. C). Expresion de Nkx2-5 en miocitos. D).
Expresion de NFAT en miocitos. E). Expresion de Miogenina en miocitos. F). Expresion de CDK9 en miocitos. Los
valores presentados indican los porcentajes con relacion a las medias de los tratamientos que presentaron positivo
para el marcador correspondiente, el conteo fue de 20 células por tratamiento. *representa un valor
estadisticamente significativo comparado con el control, con un valor de p<0.05 para todas las unidades
experimentales.
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En la figura 19 se muestra el analisis de la expresion de GATA4/MEF2c por inmunofluorescencia
en miocitos de ensayo cardioprotector. Note que la expresion de GATA4 se presenta a las 24 y
72 h en cambio la expresién de MEF2c existe en los diferentes tratamientos y a diferentes

tiempos con una expresion a niveles bajos.

Figura 19. Andlisis de la expresion de GATA4/MEF2c por inmunofluorescencia en miocitos de ensayo

cardioprotector.
Las flechas blancas indica colocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.
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En la figura 20 se muestra el analisis de la expresidn de NKx2-5/NFAT por inmunofluorescencia
en miocitos de ensayo cardioprotector. Note que la expresion de ambos marcadores es

inconstante, sin embargo predomina alas24 hy 72 h.

Figura 20. Andlisis de la expresion de NKx2-5/NFAT por inmunofluorescencia en miocitos de ensayo cardioprotector.
Las flechas blancas indica colocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.
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En la figura 21 se muestra el andlisis de la expresion de Miogenina/CDK9 por
inmunofluorescencia en miocitos de ensayo cardioprotector. Observe que Miogenina solo se
detecta a las 48 h del ensayo cardioprotector. Ademas que la deteccién de CDK9 es muy baja en

el control tratado con ISO (Cl).

Figura 21. Andlisis de la expresién de Miogenina/CDK9 por inmunofluorescencia en miocitos de ensayo

cardioprotector.
Las flechas blancas indica cofocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.
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De acuerdo con lo observado en las inmunofluorescencias nos indican que existe una respuesta
tardia a la hipertrofia, sin embargo estos factores de transcripcién no estdan actuando como en
una respuesta hipertréfica patolégica [10, 19, 46-48] y esto se corrobora con el analisis

histoldgico pues no hay incremento de tamaiio.

Por otra parte, se sabe que BX activa diversas enzimas antioxidantes y que favorecen la
disminucion de EROS que se presenta durante el estrés celular [27, 33, 34], por tanto creemos
gue la capacidad antioxidante del BX, mejora la actividad de defensa antioxidante del miocito
sometido a un estimulo hipertréfico, reduciendo la via de seializacién de PLC el cual
desencadena la respuesta temprana y tardia en la hipertrofia cardiaca [49], los cuales fosforilan
diversos sustratos celulares importantes para los procesos de crecimiento y diferenciacion

celular, que finalizan en HC patoldgica [6].
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7.4. Analisis in vitro del ensayo competitivo en miocitos sometidos a un estimulo

hipertrofico.

Con la finalidad de determinar si BX ejerce un efecto competitivo en los miocitos ante un
estimulo hipertréfico, realizamos estudios de cultivo in vitro, tratando a los miocitos con BX 13
UM simultaneamente con ISO 10 uM. Para evaluar si este agente pudiera interferir o impedir el
desarrollo de la HC. Para ello, evaluamos a los miocitos a tiempos de exposicion de 24, 48 y 72

h.

7.4.1. Tasa de proliferacion vs apoptosis en miocitos.

En la figura 15 A presentado anteriormente, se muestra el porcentaje relativo de expresion a
PCNA en la barra cuyo nombre es “competitivo”; a las 24 h solo el 56% de los miocitos son
positivos, dicha expresion se redujo a un 13% a las 48 h. Esto quiere decir que el ISO ejerce una
respuesta desfavorable a las primeras h de exposicion porque reduce la proliferaciéon de los
miocitos, sin embargo el efecto de ISO se reduce en presencia de BX a las 72 h donde vemos un
incremento de hasta 94% de miocitos positivos a PCNA dicho efecto es corroborado al analizar
la tasa de apoptosis (figura 15 B) el cual a 24 y 48 h la tasa de apoptosis es superior al control y
solo a las 72 h no presenta diferencias significativas con relacion al control, lo que indica que el
ISO esta afectando negativamente a los miocitos y que el BX no alcanza a ejercer un papel en

contra del ISO, pues la proliferacién de los miocitos es reducida en un 50% aproximadamente.

7.4.2. Analisis del incremento de tamaiio de los miocitos.

En la tabla 6 presentada anteriormente se observa que los miocitos al ser tratados con BX antes
del estimulo hipertréfico por 24 h, la ganancia de tamano es nula en comparacién con el
control, al parecer la presencia de BX impide el efecto del ISO en el tamafio celular, dicho efecto
no se ve reducida al prolongar el tiempo hasta las 72 h, por lo que los resultados obtenidos son
muy similares al grupo de miocitos que recibié solo el tratamiento con BX. Esto indica que a

pesar de que existe una baja en la proliferacion de los miocitos, el BX de alguna forma impide la
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ganancia de tamarfio, regulando la respuesta hipertrofica que pudiera ocasionar el ISO, sin

embargo el mecanismo por el cual se desencadene este efecto alin se encuentra desconocido.

7.4.3. Analisis histolégico.

En la Figura 16 presentado anteriormente, podemos notar que el efecto hipertréfico del ISO es
reducido en presencia de BX, por lo que los miocitos permanecen con una morfologia semejante
al grupo control, con gran actividad mitética y poco incremento de citoplasma, similar a las
células del grupo control. Lo que indica claramente que ISO no genera cambios fenotipicos en

presencia de BX.

Posiblemente BX también favorece la estabilidad de la membrana celular, tal y como lo hace
con las plantas, pues el boro participa con diversas enzimas y otras proteinas plasmaticas a
través de la membrana y su integridad, estd involucrado también en el potencial de membrana,

transporte de calcio y funcionalidad de ATPasa [26].

7.4.4. Analisis de expresion de genes de respuesta temprana a la HC

En la figura 17 mostrado anteriormente, en la barra cuyo nombre es competitivo podemos
notar que los mensajeros de c-Myc, c-Fos y c-Jun permanecen sub-expresados en los miocitos
cuando son tratados con BX e ISO simultdneamente, desde las 24 h hasta las 72 h, esto sugiere
gue la respuesta temprana a la hipertrofia no se activa al exponer a los miocitos a BX y a ISO
simultdneamente, debido a que los genes de respuesta temprana no estdn elevados con
relacion al control, ademas de que estos resultados muestran que el BX aunque no esta
favoreciendo la proliferacion celular, este se encuentra disminuyendo el efecto hipertroéfico. En
contraste cuando las células son tratadas solo con ISO, c-Myc y c-Jun se sobre expresan a las 48
h lo que claramente indica que se esta dando una respuesta hipertréfica; mientras que al tratar
miocitos solo con BX, c-Myc se incrementa 4.5 veces mas con relacién al control este resultado
sumado a los resultados presentados en la seccidn donde se analiza la proliferacion de BX indica

gue se esta desencadenando una via para la proliferacion celular y que c-Myc esta involucrado
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en este proceso, sin embargo la cascada que probablemente se llegase a activar aun sigue

siendo desconocido.

7.4.5. Analisis de factores de transcripcion de respuesta tardia a la HC.

En la figura 18 presentada anteriormente, se muestra el porcentaje relativo de expresién de los
factores de trascripcidon de respuesta tardia a la hipertrofia; determinamos que los factores
GATA4, MEF2c, NFAT y Miogenina estan presentes en mas del 73% de los miocitos cuando son
tratados con BX e ISO simultdneamente desde las 24 h hasta 72 h, lo que significa que se
desencadenan los mecanismo de respuesta tardia a la hipertrofia, sin embargo al observar que
el tamano y el fenotipo de los miocitos tratados con ambos compuestos (tabla 6 y figura 16) y
que son estadisticamente iguales que el control, nos indica que estos factores de transcripcion
no logran finalizar la respuesta y producir proteinas estructurales que atrofian al miocito y
entorpecen su funcionalidad [1]; de forma interesante la expresion de Nkx2-5 fue determinada
solo a los 48 h en el 39% de las células este factor de trascripcidn actua en conjunto con GATA4,
NFAT, MEF2c, CDK9 [22] para desencadenar los genes fetales involucrados en la HC, al
mantenerse a niveles bajos la respuesta hipertréfica no se da adecuadamente y esto explicaria
porque los miocitos no incrementan de tamafo, aunque GATA4 es suficiente para desencadenar
la reprogramacién de los genes fetales este factor de transcripcion no actua solo y al faltar
Nkx2-5 implica que no se estan produciendo los transcritos de las proteinas estructurales del
sarcomero y si lo hacen estarian produciéndose en una cantidad muy baja el cual el miocito
probablemente si pueda contrarrestar, lo que a su vez impediria que haya un exceso de EROS
gue generan activaciéon de otras cascadas de sefializacion en la respuesta hipertréfica [15].
Ademads e encontrd que para GATA4, MEF2c y CDK9 no existen diferencias significativas a las 72
h de tratamiento, esto indica que a tiempos prolongados estos mecanismos se mantienen
regulados. Estos hechos nos sugieren que BX es capaz de minimizar el estimulo hipertréfico,
ademas de ser un mineral de rapida absorcién y facil eliminacidon, por tanto este no se acumula

[28].

En la figura 22 se muestra el analisis de la expresion de GATA4/MEF2c por inmunofluorescencia

en miocitos del ensayo competitivo. Note que en los tratamientos con BX y en el ensayo
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competitivo existe deteccion abundante de GATA4 en el citoplasma y en nucleo. Lo que indica
que el miocito no esta preparado para responder adecuadamente al estimulo hipertréfico y por

tanto se desencadena la respuesta hipertroéfica [46].

Figura 22. Andlisis de la expresion de GATA4/MEF2c por inmunofluorescencia en miocitos de ensayo competitivo.
Las flechas blancas indica colocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.
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En la figura 23 se muestra el analisis de la expresion de NKx2-5/NFAT por inmunofluorescencia
en miocitos de ensayo competitivo. Note la ausencia de NKx2-5 en casi todos los tratamientos,

asi como la presencia de NFAT en el citoplasma en el control asi como en el ensayo competitivo.

Figura 23. Andlisis de la expresion de NKx2-5/NFAT por inmunofluorescencia en miocitos de ensayo competitivo.
Las flechas blancas indica colocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.
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En la figura 24 se muestra el anadlisis de la expresion de Miogenina/CDK9 por
inmunofluorescencia en miocitos de ensayo competitivo. Note la presencia de Miogenina en
todos los tratamientos y en todos los tiempos mientras que CDK9 es detectado en menor

manera casi imperceptible en los tratamientos a las 24 h.

Figura 24. Andlisis de la expresion de Miogenina/CDK9 por inmunofluorescencia en miocitos de ensayo competitivo.
Las flechas blancas indica colocalizacion de sefial de los anticuerpos secundarios empleados.
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A la luz de los hallazgos obtenidos en el presente estudio, se sugiere que los alimentos
suplementados de boro podrian proteger el tejido cardiaco contra el estimulo hipertréfico
inducido por la estimulacién de un 3 adrenoreceptor, sin embargo esto primero tendria que ser
probado en diversos modelos animales de HC. Los presentes resultados también sugieren
nuevas direcciones potenciales para estudios adicionales sobre los efectos biolégicos de los

compuestos de boro.

En este trabajo se uso el BX como fuente de boro pues se sabe que se absorbe en el organismo
sin importar la fuente de origen (BA, BX, COL, UX) y presentan los mismos efectos fisiolégicos
[32], el boro en si, no es un antioxidante, sin embargo, fortalece el sistema de defensa
antioxidante del tejido, aunque se desconoce qué mecanismos estén involucrados en el proceso

[34].
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8. Conclusiones.

Los miocitos expuestos a 13 uM de BX, no presentaron diferencias morfolégicas y moleculares
con respecto al control. Mientras que los miocitos tratados con 26 y 39 uM presentaron

alteraciones morfoldgicas.

La concentracidon adecuada de ISO para generar el estimulo hipertréfico y a su vez para generar
HC in-vitro fue de 10 uM el cual incrementa en un >60% el tamano celular poco después de las

24 h después del estimulo y este cambid se mantuvo estable alas 48y 72 h.

Los miocitos al ser tratados con BX antes del ISO disminuyeron su crecimiento acelerado, su
actividad mitdtica fue favorecida y se redujo la apoptosis por lo que el BX ejercid un papel

protector y benéfico ante el estimulo hipertréfico en el miocito.

La administracion en paralelo de BX e ISO minimizé el daio hipertréfico en el miocito, evito el
crecimiento acelerado e inhibidé la apoptosis, hubo una respuesta tardia en la expresion de c-
Myc y c-Jun, que se correlaciona con la presencia tardia de los factores GATA4, MEf2c y Nkx2-5.
Por lo que el BX ejercid un papel benéfico en el miocito al impedir el dafio que pudiese

ocasionar el 1SO.

De acuerdo con los resultados del trabajo también se concluye que el tratamiento realizado en

el ensayo de cardioproteccidn con el BX es mejor que el ensayo competitivo.

Por tanto se acepta la Hipdtesis y se llega a la conclusidon de que el bdrax tiene un efecto
cardioprotector en los miocitos de cultivo in vitro y evita el desarrollo de la hipertrofia cardiaca

inducida por isoproterenol.
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9. Perspectivas.

La siguiente etapa de este proyecto sera evaluar el efecto in-vivo, comprobar si el BX tiene el
mismo efecto cardioprotector en un modelo murino establecido, probar si el BX tiene un efecto
competitivo en un modelo murino, probar si el BX revierte la HC en un modelo murino con HC
inducida, probar si el BX tiene un efecto en ratones con HC congénita, lo cual ayudard a
entender el papel de este elemento quimico en el sistema de cardioproteccion contra la

hipertrofia.
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11. Anexos.
Soluciones:
I.I. PBS 1X.
Cloruro de sodio (NaCl) 11.94¢g
Fosfato de sodio (NaH2POg) 8.51g
Fosfato de potasio (KH POa) 3.48¢g
Aforar con Agua destilada a 1000 mL

Esterilizar a 121 °C a 15 |b de presidn.
Almacenar a 4°C

Paraformaldehido 4% en PBS 1X.

Paraformaldehido 4g
PBS 1XpH 7.4 100 mL

Procedimiento:

Calentar el PBS a 60°C, agregar poco a poco el PFA, e ir agitando hasta que la disolucion
se transparente. Si se presenta turbidez agregar 1 mL de NAOH 1N.

L.IIl. Medio de cultivo (DME+SFB 10% + AB 1x).

DMEN 44.9 mL
Suero Fetal Bovino 100% 5mL
Antibidtico 1000U/mL 500 pL

Procedimiento:

En tubo falcon de 50 mL, agregar 44.9 mL de medio de cultivo DMEM, agregar
posteriormente el Suero fetal bovino estéril, y el antibidtico, cerrar el tubo falcon y
mezclar por inversion suave hasta que se integren los reactivos. Almacenar a 4 °C hasta
su uso, calentar a 37°C antes de su uso.
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I.IV. Disolucion de Bdrax.

La disolucién se prepard pesando 38.14 pg de BX y aforando a 10mL con H,0 desionizada lo que
nos resulté en una solucién de BX a 10 mM.

Se utilizé la férmula de equilibrio de disoluciones (C1V1=C2V1) para preparar la disolucién stock
1 mM de BX, para lo cual medimos 1000 pL de stock 10mM y aforamos a 10 mL (10,000 uL) con
Medio de cultivo (Anexo 1 c) estéril.

Elaboramos disoluciones de BX de 13, 26 y 39 uM a partir de la Stock de 1 mM, se realizaron los
despejes y calculos correspondientes con la férmula de equilibrio. Para cada concentracion
deseada obtuvimos la siguiente tabla.

Concentracion Volumen final Concentracion Volumen de
deseada (C2) (v2) Stock (C1) stock (V1)
13 uMm 50 mL 1000 pM 0.65 mL

26 uM 50 mL 1000 pM 1.3 mL

39 uM 50 mL 1000 pM 1.95 mL

1. Aiadir el volumen de sol stock de isoproterenol 1 mM de acuerdo a la concentracién
deseada.

2. Aforar con medio de cultivo (Anexo I. ¢.) a 50 mL
Almacenar a 4°C hasta su uso.
Calentar a 37 °C previo a usarlo.

I.V. Disolucién de isoproterenol.

Elaboramos una solucidn Stock de I1ISO 10 mM utilizando la férmula de equilibrio de disoluciones
es como se realizé la disolucion Stock.

Preparar la solucién stock 10 mM con:

36.14 pL de Sol concentrada

Aforar a 10 mL (10,000 uL) con PBS 1X estéril.
Elaborar Solucion stock de ISO 1mM.

A partir de la Stock de 10 mM realizar los despejes y calculos correspondientes con la formula

de equilibrio con un volumen final (V2 de 10 mL).



Preparar la solucién stock 1 mM con:
1 mLde Sol. ISO 10 mM

Aforar a 10 mL con PBS 1X estéril.
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Elaborar disoluciones de Isoproterenol 5, 10y 15 uM.

A partir de la Stock de 1 mM se realizaron los despejes y cdlculos correspondientes con la

férmula de equilibrio. Para cada concentracion deseada obtuvimos la siguiente tabla.

Concentracion | Volumen final Concentracion Volumen de
deseada (C2) (V2) Stock (C1) stock (V1)
5um 50 mL 1000 pm 0.25 mL

10 M 50 mL 1000 um 0.5mL

15 uM 50 mL 1000 um 0.75mL

Afadir el volumen de sol stock de ISO 1 mM de acuerdo con la concentracion deseada.

Aforar con medio de cultivo (Anexo I. ¢c.) a 50 mL

Almacenar a 4°C hasta su uso.

Calentar a 37 °C previo a usarlo.

I.VI. Disolucidn de Isoproterenol 10 pM mas Bérax 13 uM (ensayo competitivo).

a) A partir de las disoluciones stock de ISO 1 mM y BX 1 mM vy utilizando la férmula de

equilibrio y despejando obtenemos que para preparar 50 mL de disolucién de

Isoproterenol 10 uM mds BX 13 uM, se necesita:

0.5 mL de Sol. Stock ISO 1 mM
0.65 mL de Sol. Stock BX 1 mM
Aforar con medio de cultivo (Anexo I. c.) a 50 mL

Almacenar a 4°C hasta su uso.

Calentar a 37 °C previo a usarlo.

I.VII. Disoluciones para Hematoxilina - Eosina.

a) Hematoxilina de Harris:
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Hematoxilina en Cristales 25g
Etanol 96% 25 mL
Alumbre de amonio de potasio 50¢g
Agua destilada 500 mL
Oxido rojo de mercurio 1.25g

Procedimiento:

b)

Disolver la hematoxilina en el etanol, calentando ligeramente y separando el recipiente.
En 100 mL de agua destilada disolver el alumbre previamente calentado ligeramente.
Mezclar ambas disoluciones y lavarlos con los 100 mL de agua restantes. Hervir la mezcla
a 300°C, al iniciar el hervor, retirar el recipiente del calor, aifadir el éxido rojo de
mercurio, seguir calentando a 40°C, hasta que la disoluciéon tome un color rojo purpura.
Enfriar la disolucién rapidamente con agua. Filtrar 10 veces para eliminar sedimentos de
amonio. Por cada 100 mL de hematoxilina afadir de 4 a 5 mL de acido acético, la mitad al
finalizar la preparacién y el restante al usarla.

Eosina de Carnegie:

Eosina 4
Etanol 96% 100 mL
Agua destilada 300 mL

Procedimiento:

Disolver primero la eosina en agua y afadir posteriormente el etanol. Dejar madurar a la
luz y en frasco claro durante tres semanas. Guardar en el mismo frasco. Si se usa eosina
amarillenta, para lograr una tincidn adecuada, afiadir tres gotas de acido acético glacial
por cada 100 mL de colorante.

Técnicas

11.1 H-E Tincidon de Hematoxilina Eosina.

La Técnica que se utilizé en esta tesis fue de acuerdo con la metodologia estandarizada del

Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Panamericana.

1.

2.

Se retird el medio de cultivo de la placa P35.
Se realizaron 4 lavados con PBS 1%.
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Las células fueron fijadas con PFA 4% e incubadas por 24 h.

Se realizaron 4 lavados con PBS 1%.

Las células fueron post-fijadas con Etanol al 70% e incubadas por 24 h.

Se retird todo el Etanol y las células fueron hidratadas con agua destilada por 5 minutos.
Se tifleron los citoplasmas con Hematoxilina, por un periodo de 5 minutos.

Se realizaron 4 lavados con PBS 1%.

Se tiferon los nucleos con Eosina, por un periodo de 1 minuto.

. Se realizaron 4 lavados con PBS 1%.

. Se agrego 25 pL de soluciéon de montaje (PBS/Glicerol 1:1).
. Se colocé un cubreobjetos en la superficie.

. Se procedié a visualizar en el microscopio.

11.2 Disgregacion celular de la placa de cultivo.

La Técnica que se utilizé en esta tesis fue de acuerdo con la metodologia estandarizada del

Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Panamericana.
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10.

Se retird el medio de cultivo de la placa P35.

Se realizaron 4 lavados con PBS 1%.

Se agrego 400 uL de tripsina al 0.05%.

La digestidn enzimatica fue incubada a 37°C durante 5 minutos.

Las enzimas fueron inactivadas con 1 mL de DMEM + SFB 10% + Antibidtico 1%.

Todo el sobrenadante fue colectado en un tubo eppendorf y centrifugado a 13000 rpm 5
minutos.

Se retird todo el sobrenadante del tubo eppendorf

Se realizé un lavado de la placa de cultivo con 1mL de PBS 1% y el liquido fue colectado
en el tubo eppendorf previamente centrifugado.

Se repitio el procedimiento 6-7.

Las células resultantes en el botdn fueron almacenadas a -70°C hasta su uso.

11.3 Conteo de células con camara de Neubahuer.

Realizar el despegue celular descrito en el apéndice Il. b. hasta el paso No 9.

Agregar 1 mL de medio de cultivo al tubo eppendorf y realizar diluciones 1:10, 1:100
utilizando PBS 1X.

Colocar el cubreobjetos a la cdmara de Neubahuer previamente limpiado con Etanol al
70%.

Colocar 20 pL de la dilucién a cada lado de la camara.



Roque ~orge ~J&

5. Colocar la cdmara de Neubahuer en el microscopio 6ptico, enfocar en 10x.

6. Si hay exceso de células en la dilucion 1:10 hacer el conteo en 1:100, en cambio si hay
muy pocas células, realizar diluciones 1:2, 1:5.

7. Realizar el conteo de las células que haya en los cuadros grandes de las esquinas.

8. Realizar el calculo de la concentracidn celular.

1.4 Ensayo de apoptosis por TUNEL.

1. Las células sembradas en cubreobjetos con cdmara de cultivo de 8 pozos una vez
finalizados sus tratamientos segun su estudio, fueron fijados con PFA 4% y post-fijadas
con Etanol 70%.

Las membranas celulares fueron permeabilizadas con PBS 1% - Tritén 0.05%.
Posteriormente las laminillas se trataron con solucién de equilibrio (20 s).

Los nucleos fueron permeabilizados con proteinasa K por 30 minutos a 37 °C.

Se adiciond la solucién de reaccion con enzima TdT y se incubd por una h a 37°C.

SRR A

La actividad enzimdtica fue detenida con solucidn de paro y se adiciond antidigoxigenina
(a-DIG) acoplado a un fluoréforo por 1 h a temperatura ambiente.

7. Los nucleos fueron tefiidos con Draq7 (BioStatus, United Kingdom) durante 20 min y se
empled PBS-Glicerol 1:1 como medio de montaje, los cubreobjetos fueron sellados, para

facilitar la observacion.

Las muestras fueron analizadas empleando un microscopio confocal y como programa de
captura Zen 2009. 5 micrografias para cada anticuerpo fueron evaluadas.



